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序論
現在まで に多くのβ - ラ クタム系抗生物質が開発され ､ 細菌感染症の 治療に役立っ
て いる 一 方で ､ β - ラクタ マ ー ゼ産生面や ､ Ps e udo m o n a sae ｢ugin o s aをは じめとする
日和見感染菌による難治性の感染症の増加が臨床医学上の重要な問題 とな っ て いる ｡
β - ラ クタ ム系抗生物質開発の 歴史を振返る と ､ 1 9 2 0年代のペ ニ シ リン の発見
に始まり ､ オキサ シ リンやメ チシ リ ン などのペ ニ シ リ ナ ー ゼ産生StaphyJo coccu sau r-
e u sに有効な半合成ペ ニ シ リ ン ､ グラ ム陰性菌にまで スペ クトラム を拡大した ア ン ピ
シリ ン等の 広域ペ ニ シリ ン ､ そして セ フ ァ ロチン ､ セ フ ァ ロ リヂン等の セ フ ァ ロ ス ポ
リン剤 ( 第一 世代セ フ ェ ム系抗生物質) が開発され 七きた ｡
これ らのβ - ラクタム系抗生物質に対して ､ 細菌側も強力な防御械輯を備え て耐性
化 して きた o 耐性化の機構と して は 1) ペ ニ シ リナ ー ゼやセ フ ァ ロ ス ポリナ - ゼ ､
のいわ ゆる β - ラクタマ ー ゼ産生 によるβ - ラクタ ム系抗生物質の加水分解[1] ､
2)グラム 陰性菌 にみ られ る細菌外膜の琴剤透過障害【2] ､ 3)主 にグラム陽性菌
で報告されて い るβ - ラ クタム系抗生物質の作用標的で あるペ ニ シリ ン結合蛋白質 ､
即ち ､ ペプチ ドグリ 力ン架橋酵素の変化【3】 ､ などが知られて い る ｡
広域ペ ニ シ リンや第 一 世代セフ ェ ム系抗生剤は グラ ム陽性 ､ 陰性菌に抗菌力を示す
が ､ これらの 菌がβ - ラ クタマ - ゼ を産生する と耐性化する o この よう な耐性菌に
対してβ - ラ クタマ - ゼ に安定なセ フ ェ ム系薬剤 ( 第二 世代セフ ェ ム系抗生剤) が開
発され た ｡ こ れら は母核7 α 位にメ トキシ 基を持つ セ フ ァ マ イシ ン系抗生物質や ､
同じくイ ミノ オキシ ム基を持つ オキシ ム系抗生物質で ある ｡ 第二世代セ フ ェ ム系抗
生剤はβ - ラ クタ マ - ゼ産生耐性菌にもかなりの抗菌力を発揮した が ､ セフ ァ ロ スポ
リ ナ - ゼ高度産生菌や日和見感染菌の代表で あるP. a e r ugin o s aなどに は効
た o 次いでP. a e rugin o s aに有効なべ 二 シリ
力が弱 か っ
ンや日和見感染菌で あるs e r ratjaなどに
有効で より 一 層強い抗菌力を持つ 第三世代セ フ エ ム系抗生剤が開発された o しか し ､
セフ ァ ロ ス ポリナ - ゼ高度産生菌に対しては ､ 第三世代セ フ = ム系薬剤で も完全な制
圧 は困難で あ っ た ｡ その ため ､ 既知母核の修飾や側鏡の 変換とは別に ､ 新演の母核
を持つβ - ラクタム抗生物質の探索が行わ れ ､ カ ルバ ぺネム母核を持つ チエ ナマ イ シ
ンが発見され た【4､ 5]｡
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Fig1 1･ Che mic a一 stru ctu re
.
of thie n a mycin
a nd imipene m
イミぺネム (”-fo r mimjdoyfthie n a mycin､ HK- 0787)は1976年にStF ePtO myC e S C att-
Jeya の培養ろ 液から分離され たチエ ナマ イ シン のN-fo rmimidoyZ 誘導体で ある (F ト
g. 1)[6､ 一7]｡ 親化合物の チエ ナマ イ シ ンは これまで のβ - ラクタム系抗生物質と異
なるカルバ ぺ ネム曽核を有する ｡ 特徴と して は ､ β - ラクタム骨格の五 員環構造中
の硫黄が炭素原子に置きかわ り ､ 二重結合をもつ o また ､ 5 ､ 6位の プロ トンがト
ラ ンス配位で ある構造を有して いる ｡ しか しながら ､ チエ ナ マ イシ ン は , 水溶蔽中
で の不安定性の為に医薬品 と して実用化 に至らなか っ た D
･その後の 研究により ､ 多く のチ エ ナ マ イシ ン誘導体の 中か ら安定性の高いイ ミ ぺネ
ムが開発され た ｡ イミ ぺネムはグラム 陽性菌､ およびグラム陰性菌に抗菌力を示 し ､
S. a u ｢e u s､ Str epto c o c c u spn e u m onia eに対するMIC値は0. 013fLg/ml以下 で あり ､ セ
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フ エ ム系薬剤が無効なEnte r ococ c u sfa e c alis に対して もそのMIC値は1.56LLg/mJ で
あっ た ｡ グラム陰性薗で はβ - ラクタ ム抗生物質耐性菌の 出現額度が高いSe ｢ ｢ atia
やEnte ｢ oba cte｢に対して0. 2 〃g/mI以下の‖IC値であり ､ ド. a e ｢ ugin o s aに対して は ア
ミ ノ配糖体の アミ カ シ ンよりも優れた 抗菌力を有 して い た (Table 1 ､ [8] ).
本研究は ､ イ ミ ぺネムの 優れた抗菌活性の 原因を明らか にする目的で ､ β - ラクタ
ム抗生物質が抗菌作用を発揮する ,%に重要な要素で ある 1) β- ラクタ ム系抗生物
質の作用標的で ある ペプチ ドグリ カ ン架橋酵素 ､ 即ち ､ ペ ニ シ リ ン結合蛋白質に対す
る親和性､ および in vit｢ oで の酵素阻害活性 ､ 2) 細菌の産生する β - ラクタ マ
- ゼに対する 性質､ 3) グラム陰性薗における 細菌外膜透過性 ､ の各要素につ い て
解明を行うもの で ある ｡
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第 一 章 ペ ニ シ リ ン結合 蛋 ･自質 に 対す る 親和 性 ､ お よ び
細 胞壁 合成 に 対 す るin vitr o阻害 活 性
Ⅰ . 緒言
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㊥
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”- Ac etylmu ra nic aci d
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Fig. 2. Str u ctu r e ofpeptidoglyc a nin_E_.__c oli
E. c oli の ペニ シ リ ン結合蛋白質
(PenicillJ
'
n binding p｢otein s;
PBPs) は アクリル ア ミ ドゲル 電気
動により [14C] ベ ンジル ペ ニ シ
リン ( [14C] ペ ニ シ リ ンG) と
結合する 7本の バ ン ドと して 検出
され ､ 細菌の細胞壁
■
(ペプチドグ
リカ ン ､ Fig. 2)の 生合成で それぞ
れの 役割を果た して い る こ とが
Sp｢att により報告され てい る[9､
10] ｡ 七種のPBPsのうちPBPs
-1A
､
-1B､ -2､ および - 3が二種
の異 なる 酵素 機能 ､ 即ちペプチド
グリカ ン合成酵素活性 ､ 即ち ､ グ
リカ ン鎖を作るペ プチ ドグリカ ン
トラ ンス グリ コ シ ダ ー ゼ活性とト
ラン スぺ プチダ ー ゼ活性を持つ
Bifu n ctio n aJ e n zym eで ある (Fig. 3)【3､ 11] o β - ラクタ ム抗生物質はこのうち
トランス ペ アチダ ー ゼ活性の み を阻害する o こ れらのPBPsは細胞の 分裂 に必須で あ
り ､ β - ラクタム抗生物質の 阻害作用 により細菌は溶薗する[10]o PBP-4 はD- アラ
ニ ンカ)L,ボキシ ダ ー ゼおよびエ ン ドぺプチダ ー ゼ活性を持ち ､ またPBP-5､ - GはD- ア
ラニ ン カル ポキシ ダ ー ゼ活性を持つ が ､ こ れら は細菌の 生育に は必ず しも必須でない
と報告され て いる【12-14] ｡ P. a e rugin o s aの 場合 ､ Pap-1A ､ -1B､ - 2､ -3､ - 4､
-5の六種が認 められ ､ 各PBP の機能につ い ての 詳細な研究はない が ､ β - ラ クタム系
抗生物質に た いする親和性か らこれら はE. c oh
'
のPBP- 1B､ -1A
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- 2､ - 3､ - 4, -5 に
母一芸4dj㊨
A:Tra nspeptida s e re a ctio n
B :Carbo xypeptida s e r e a ctio n
㊨
Fig. 3. Re a ctio n of c r o s s
- =nkage in peptidoglyc a n
それぞれ相当する と推測されて いる[15]o S. a u r e u sの場合はPBP-1､ - 2､ -3､ - 4の
四種が認められ るが ､ E. c oli と異なりトラ ン スグ リ コ シ ダ ー ゼ活性はPBPに は見出だ
されて いない[16]｡ 高分子量のPBP -1､ -2, -3 はβ - ラクタム抗生物質に感受性の
トラン スぺプ チダ ー ゼ活性を持ち ､ Pap-2､ -3が細菌の生育に必須で ある と考えられ
ている[1 ト19] ｡ PBP-4 はD- アラ ニ ンカ ル ポキシダ ー ゼ活性を持つ が ､ E. c oliのPB一
P -5､ -6 と同様 ､ 生育に は必須で はない と考えられ て い る[20､ 21] ｡ 他の菌種に
おいて もPBPsは見つ か っ ており ､ 同様な楼能を持つ もの と推測される o PBPsはβ -
ラクタ ム抗生物質の 抗菌作用発現の た めのta ｢getで あり ､ ta ｢get に対する薬剤の親和
性は薬剤の最 も重要な性質で ある ｡
PBPsに対する親和性を評価する方法と して は ､ 放射性標識 した薬剤のPBPsへ の結合
の測定がある ｡ 放射性標識体が入手出来ない場合､ 被験薬剤と入手の 容易な放射性
標識体 ( [14C] ベ ンジル ペ ニ シ リ ン) とc o mpetition させ る方法が採られて い る ｡
通常は両者を同時に細菌細胞質膜画分とイ ンキ ュ ベ - トする方法が用い られて たが ､
この方法で はPBPsに対する結合親和性がほ とんど検出出来ない場合もア パ ルシリ ンな
どで報告され てい る【22】｡
本章で は ､ E. c o】i､ P. a e｢ ugin o s aおよびS. a u r eu sのPBPsに対する イ ミ ぺネムの親和
性測定を ､ E. c oli､ ド. a e ｢ ugin o s aで は従来用い られて きた両薬剤を同 時に添加する
"
simulta n eous co mpetition a s say
''
と ､ 被験抗生物質と膜画分を予 めプ レイ ンキ ュ
べ - シ ョ ンする
` `
c o mpetition a s s ay withpr ebinding
' '
の2 方法により検討し ､ む
a u re u sで は
``
c o mpetitio n a s s ay withprebinding
'' 法により検討 した ｡
また ､ 辿 PBPsによる ペプチドグリ 力 ン合成反応に対する イ ミ ぺネムの 阻害作用
をim vitro で 検討した o
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ⅠⅠ. 実験材料および方法
1)略語
A2pm､ 2,6-diamin opim e ric a cid;GIcNAc, ”- a c etyJglu c o s a min e ;Hu rNa c.”- ac e-
tylm u ra mic a cid;SDS, s odiu mdode cyls u]fate
2) 使用抗生物質
イミぺネムはHe r ckSharp&Dohm eRe s e a r ch Labo rato rie s(U. S. A.)より入手 した o
ベンジ)L,ペ ニ シリ ンおよび [14C] ベ ン ジル ペ ニ シリン(59. 5 Ci/m oJ) は武田薬品=
業およびAm e r sha mRadio che mic aI Ce ntre(Engla nd)よりそれ ぞれ入手した o
3) 使用菌株および培養条件
PBPsに対する結合親和性実験に は ､ E. c oli K12亜秩 JEIOll､ およびP. a e r ugino -
旦旦IFO12689およびS. a u ｢ e u sFDA 209Pを用いた ｡
狙酵素を用い てのE. coJiPBP-4､ -5､ および - 2 の酵素阻害実験に は ､ D- アラ 二 ン力
ル ポキシぺ プチダ ー ゼIa(P♭p-5) 活性を欠損 したda cA変異株のJEl191､ ロー アラニ ン力
ル ポキシぺ プチダ ー ゼIb(PBP-4) 活性を欠損 したda cB変異株のJEIOO64､ およびJST9
753^ dlip5cI857Qa m73をそれぞれ 酵素源 と して 用い た ｡
E. c oJi はポリペプ トン ､ 10g;イ ー ス トエ キス ､ 5g; 塩化ナトリ ウム ､ 5g; ブ ドウ糖 ､
1g; チミ ン ､ 20mg/Iite ｢､ pH7.2 の培地で培養 した ｡ P. a e ｢ugin osaおよびS. a u r e u sは
ブ レイ ン ハ - トイ ン ヒ ュ ー･ジ ョ ンブ ロ ス(Difc o) にて 培養した . 培養は30℃で 行い ､
対数増殖期後期の薗を集菌 した ｡
4)PBPsに対する親和性測定法
Sp｢ att の方法【10]を若干変更 して用 いた[23]｡ 培養菌体を遠心分離 (4,000×g,
10min,4 ℃) し ､ 50mMの リ ン酸援衝液に懸濁後 ､ 超音波処理 により菌体を破壊した .
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再度遠心分離 した 後の遠心上宿を超遠心分離(100,000×g ､ 30min ､ 4 ℃) にかけ ､
沈澱( 膜画分) を同緩衝液で 懸濁 ､ 洗浄した ｡ ( 培養および膜画分の 調製手順 はFig.
4 に記 した ｡ )
PBP の検出は ､ 調製した膜画分30〃I (蛋白量 600〃g ､ S. a u ｢ eu sの場合は40
〟g) に [14C] ベ ン ジルペ ニ シリ ン 3〃】(83〃H ､ 0.18〟Ci) を加え ､ 30℃で10
min イ ンキ ュ べ - 卜した後 ､ 過剰の 無標識ベ ン ジ)L'ペ ニ シ リ ン (180mg/mJ)と10%ラ
ウリ)L,ザJL'コ シネイ トの3:1(v/v) 溶蔽20LLJ を加えPBPsを可溶化 した o Pap -
[14C]ベ ンジル ペ ニ シ リン複合体をSDS/ポリ アクリ ル ア ミ ドゲル 電気泳動により
分離した ｡ ゲル を乾燥後 ､ X線フ イ ル ム (フジR X) に密着し ､ - 80℃で 約2 週間
露光後 ､ フル オロ グラフ イ により 複合体のバン ドを検出した ｡
PBPsに対する親和性評価実験で は ､ 未標識薬剤と [14C] ベ ン ジル ペ ニ シ リン とを
同時に反応系 に加え る
"
sjn u[ta n e o u s c o npetI
'
tio n a s s ay
”
と末標識薬剤を予 め膜画
分と30℃ ､ 10分 ､ プ レイ ンキ ュ べ - 卜した後に [14C]ベ ン ジル ペ ニ シ リ ン を加え末
結合のPBPsを検出する
"
c o mpetitio n a s s ay withprebinding
''
の二 方法を用 いた o
いずれ の方法におい て も膜画分と [14C] ベ ンジル ペ ニ シ リン ある い は未標識β - ラ
クタム抗生物質との 反応は30℃ ､ 10分 ､ と した ｡
5)In vit｢ o酵素阻害反応における使用酵素および基質
E. c o)iのPBPs- 1A､ - 1B はFig.5 およびFig. 6 に示 した精製手順に従 い調製した[2
4 ､ 25]｡ また ､ PBP-3 はイミ ぺネムをリガン ドとしたaffJ
'
nity chr o m atogr aphy
により精製され た酵素標品【26]を用い た o これ らの精製酵素はそれぞ れSDS/ ポリア
クリル アミ ドゲル 電気泳動[27]により均 一 性を確認 した ｡ PBP-2 に由来する ペプチ
ドグリ 力ン合成酵素 ､ PBP- 4､ -5 に由来するD- ア ラニ ン力ル ポキシ ダ - ゼIb､ Iaの活
性はそれ ぞれ 各文献【28 ､ 13､ 12] に示され た変異株の膜画分を用 い て測定 した ｡
これらの酵素源および細胞壁 ペプチドグリ力ン合成の 為の [14C] 標識前駆体はそれ
ぞれ文献に基づ き調製した o D- アラ 二 ン 力ル ポキシ ダ ー ゼIa､ Ib によるUDP-Hu rNAc
-pe ntapeptide から のD- a]a nin eの 遊離 はFig. 7 に示す方法に て測定した ､ また ペプ
チドグリ 力 ン合成における架橋形成の程度はFig.8 に示す方法に て測定 した o それ
ぞれ の詳細な酵素反応条件は測定結果を示 した各Table の脚注に示 した o
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Cu一tu rebr oth(l且)in the midlog pha s e
Ce ntrifuge ･(4,00 0x g , 1 0min. , at 4oC)
Wa sh wit h O･ OIM Na - phosphate buffer(pH 7. 0)
a nd s u spe nd in 25ー ml-of. the s a m ebuf fe r.
Cel ls
'
so nic atio n (5 tnin ･ in ic ebath)
Ce ntrifuge (4,00 0 x g , 1 0min. , at 4oC)
Supe r n ata nt
吋
Ultr a c e ntri fuge (loo,000x g , 3 0min. , at 4oC)
Pel let
Su spe nd in O･ 5 ～ 0･8 ml of O･05MNa - pho sphate
bu 汗 e r(pH 7.0)
Me mbra n efr a ctio n
(ca･ 20 mg/nil a spr otein)
Sto r age at - 3 0
oC
Fig･ 4･ Preparation of m e mbra n efra ctio nfor the a s s ay of affinity to pBPs.
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6)最少発育阻止濃度(HIC) 測定法
化学療法学会標準法く寒天平板希釈法) に従っ て 実施した [
29] o 培地は
Mu elle r-Hinto n aga rを用い ､ 37℃で
一 夜培養後 ､ 生育の見られ ない 最少薬剤濃度を
MIC(minimu minhibito ry c o nc e ntr atio n､ fLg/ml) と した o
- 14-
III. Es che richia c o一iおよびPs e udo山o nas
に対する親和性
ae r ugin o s aの ペ ニ シ リン 結合蛋白質
[14C] ベ ン ジル ペ ニ シ リンとイ ミぺネ ムとの二 種のc o mpetI
-
tio n method により
PBPsに対する イミぺネムの親和性を測定した o
"
sim ulta n e ou sc o mpetitio n a s say
”
と呼ぶ方法はベ ンジル ペ ニ シリン の標識体(83LLM ) と濃度を変化させ た 未標識の イ
ミぺネムまた は未標識の ベ ンジル ペ ニ シリ ンを膜画分 とイ ン キ ュ べ - 卜した後 ､ 末標
識化合物による標識体ベ ンジル ペ ニ シ リンのPBPsヘ の結合阻止を測定した ｡ この方
法で は未標識の被験薬剤 と [14C]ベ ン ジル ペ ニ シ リ ンが同時にPBPsと接触する ので ､
被挨薬剤が [14C] ベ ン ジ ル ペ ニ シ リン の結合を阻止 する の に必要な濃度は [14C]
ベンジルペ ニ シ リ ン濃度によっ て異なる o イ ミ ぺネ ムのPBPsに対する 親和性はベ ン
ジル ペ ニ シ リ ンの親和性を基準と した相対値と して表され る ｡ 即ち ､ [14C] ベ ン
ジル ペ ニ シ リ ンのPBP結合に対するイ ミ ぺネム による50%結合阻止濃度(A) と比較に
用いた末標識の ベ ンジル ペ ニ シリ ン による50%結合阻止濃度(良) との 比(A/B) がイミ
ぺネムのPBP親和性評価の 尺度となる
第二 の方法で ある
``
c ompetitio n a s s ay withpr ebinding
''
は未標識の被験薬剤と
膜画分をプ レイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ンする こと によ っ て結合させ た 後 ､ 戎存する未結合の
のPBPsを [14C] ベ ンジル ペ ニ シリ ン により検出する ｡ 被験薬剤の50%結合阻止濃
度､ (C､ イミぺ ネム) および(D､ 末標識ベ ンジル ペ ニ シリ ン) ､ は理 論的に は標識化
合物の濃度に影響され ない o TabJe 2. に示した様に ､
"
c o mpetitio n a s s ay withp-
rebinding
”
に放ける50%結合阻止濃度の比(C/D) を
"
sim ulta n e o u s c o mpetJ
'
tJ
'
on a -
s say
”
のそれ(A/良) と比較する と ､ (C/D) の値の ほうが(A/良) の 値より各P8P全般に
渡っ て小さいが ､ イ ミぺ ネムの場合 ､ 両者に は良好な相関性 が認められ た ｡
"
c o mpetitio n a s s ay withpr ebinding
''
により得られ たイ ミぺネ ムのE. c o]iおよ
びP. ae r ugin o s aのPBPsに対する親和性パタ ー ンをそれ ぞれFig. 9 およびFig. 10 に示 し
た o 先に述べ た様に ､ E. c oliで はPBP-1A､ -1B､ -2､ - 3､ -4, -5､ -6の七種 ､ P.
ae ruginosaで はPBP-1A ､ -1B､ -2､ -3､ - 4､ -5の六種が検出された o この様な実
験から得られた50%結合阻止濃度をTable 2 に示 す o イミぺ ネムはE. c oliおよびP.
ae rugin o s aのPBP-2､ - 4､ -5､ およびE. c oJiのPBP-6 に強い親和性を示 し た o その
親和性の程度はベン ジル ペ ニ シ リン よりも顕著に強か っ た o 対照的に ､ イ ミ ぺネム
はこれらの二 菌種の グラム陰性菌のPBP-3 に対して弱 い親和性を示 した ｡ イ ミぺネ
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ムのPBP-1 お^よび -1B･に対する 親御性 はPBP-2 と-3 に対する親和性の 中間程度で あり
ベ ンジル ペ ニ シ リ ン のそれ とほ ぼ同程度か ､ やや強か っ た . L旦吐1.のPBP-5 と -6に
対しイ ミ ぺネム は強い 親和性を示 した . PBP-5､ G はβ - ラ クタ マ ー ゼ活性を示 す
こ とが知られて い る が ､ イ ミ ぺ ネムはβ - ラクタ マ ー ゼ活性 に対 する抵抗性が高い と
考え られ る ｡ 実験結果 は示さない がL 辿iのPBP-5 および -6に結合 したイ ミ ぺネム
ー 蛋白複合体 はさらに イ ンキ ュ べ - 卜して もイミぺネ ムは解離されなかっ た o 一 方 ､
ベン ジル ペ ニ シ リ ンは その 複合体か ら容易 に解離する こ とが知られて いる [30] D
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IV. StaphyJo c o c c u s a u r eu s のペ ニ シ リ ン結合蛋白質に対する 親和性
本実験で はイ ミぺネ ムの ペ ニ シリ ン結合蛋白質に対する親和性を
"
c o mpetitio n a s-
s ay withpr ebjnding
''
法で測定した o Table 3 に示すよう に ､ S. a u r e u sのPBP- 1こ
-2､ - 3 はイ ミぺ ネムおよびベ ンジJL,ペ ニ シ リ ンの双方に強い親和性を示 した[8] a
P良P-4 に対して は イ ミ ぺネムは強い親和性を示 した の に比べ ､ ベ ン ジル ペ ニ シリ ンの
それ はイ ミぺ ネムより劣っ た･o イ ミぺ ネムの50%飽和濃度は0.02LLg/ml 以下で あり ､
E. c o
'
Ji のPBP-5､ -6 の場合と同様に ､ S. a u r e u sのPB ト4 の持つβ - ラクタ マ ー ゼ活性
に対してイ ミぺネ ムは安定で あ?.T;o
Tab一e 3. Afinity of imipe n e mfo rS. a u r e u sPBPs m e a su r ed by co mpetitio n
a say withpr ebinding.
a
50%s aturatio n c o n c e ntr atio nb
Pらp
Imipene m(A) Be n zy)pe nic = in(B) (A)/(B)
1
2/3
4
0. 06 0. 03 2. 0
0. 09 0. 07 1. 3
<0. 02 >0. 14 <0. 14
a
The m e mbra n epr epa r atio n(400LLg/ml) of S. a u r e u sFDA 209Pw e r e mix ed
with im pe n e m at 0. 02 to 0. 58LLg/m] o r un]abeIJed benzylpenicillin
at 0. 03 to 0. 14LLg/ml a nd J
'
n cubated fo r30℃ fo r10m舌n. Afte r additio n
of a n e x c e ss of_[14C]be nzyJpe nici H in mixtu re s w e r ein c ubated for
a n additio naL10min atso℃ . Re m aining [14C]be n zylpe nic‖Jin -protein
c o mpfe x e s w e re s epa r ated on s odiu mdodecyl sulphate/polya c ｢yJamide gel
ele ctropho r e sis a nd were dete cted byfJu o rogr aphy. The le v eJs of[14C]
be nzylpe nic= Iin -pr otein c omp一e xes we r eme a sured by a de nsito m etric
tra cing m ethod.
b
co n c enlralio nin L[g/m] fo rthe 50% inhibitio n of the binding of[14C]
benzyJpe nic= Hn to e a ch pr otein.
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一 方､ S. a u ｢ e u sのPBP-1､ -2､ -3に 一 度結合 した イミぺ ネムがベ ンジル ペ ニ シリ ン
の存在下で 解離する現象 が見られ た ｡ 即ち ､ PBPsにイ ミ ぺネ ムを結合させ た後に過
剰の[14C] ベ ン ジル ペ ニ シリ ンを加える と ､ 結合イ ミぺ ネムが [14C] ベ ンジル ペ
ニ シリン と置換され た o Fig.11に示す様にS. a u r e u sの 膜画分を0(A)､ 0. 6(B)､ 2. 9(
C)および14. 4(D) 〃g/m暮のイ ミぺネムで30℃ ､ 10min プ レイ ンキ ュ べ 一 卜した後､ 過
剰の[14C] ベ ンジル ペ ニ シリ ンとイ ンキ ュ ベ ー トする と ､
.
イ ミぺ ネムの 添加濃度を
増しても ､ Pap
-1､ -2､ -3 はイミぺネムで 完全 に飽和され ない ｡ 即ち ､ イ ミぺ ネム
の添加濃度を増 して も結合した [14C] ベ ン ジル ペ ニ シ リン は僅かで あるがコ ント ロ
ー ル(A) のPBP-1､ - 2､ -3と同 じ比率で 検出された ｡ こ の結果 はプ レイ ン キ ュ べ -
シ ョ ンにおい て はイ ミぺ ネム血これらのPBPsを飽和した が [14C] ベ ンジル ペ ニ シリ
ンが結合イ ミ ぺネムの 一 部と置換 した と考え られ る ｡ こ の様なペ ニ シ リ ン存在下で
のイミぺ ネムの解離の 経時変イヒをFig. 12に示 した が ､ 実際 [14C] ベ ンジル ペ ニ シ リ
ンを加え て か ら30℃ ､ 40min の イ ンキ ュ べ - シ ョ ンで ､ 結合イ ミ ぺネ ムのおよそ37%
が解離した[31]｡
一 方､ S. a u｢e u sのPBP -1､ -2､ - 3 はペンジル ペ ニ シリ ン と結合 した場合 ､ [14C]
ベンジル ペ ニ シ リ ン存在下で の [14C] ペ ン ジル ペ ニ シリ ンヘ の置換は見られなか っ
た o 前述の よう に ､ Pap-4 は結合した ベ ン ジル ペニ シ リ ン を解離する ペ ニ シ リナ -
ゼ活性を示す[32]がイ ミぺネ ムは解離で きない ｡
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v.細胞壁合成に対するin vit｢ o阻害活性
E. c oH のin vitr o 組胞壁 (ペプチドグリ 力 ン)合成系に対する イ ミ ぺ ネムの阻害
活性をPBP-1A ､ -1Bの精製試料を用 いて 検討した (TabJe 4) o イ ミ ぺネムはPB･
P-1Aのトランス グリ コ シ ダ ー ゼ活性(グ リカ ン鎖の延長) と トラ ンス ぺ プチダ ー ゼ活
性( 架橋反応) の両方を阻害した o トラ ン ス グリ コ シ ダ ー ゼ と トランス ぺプチダ ー
ゼに対する50% 阻害濃度はそれぞ れ0.06jlg/nは は び0, 05LLg/mlで あ っ た o この強
いトラン スグリ コ シ ダ ー ゼ阻害活性はイ ミぺネ ムに特有な性質で あり ､ ベ ンジル ペ ニ
シリンなど従来のβ - ラクタム系抗生物質に は見 られ ない作用で あ っ た o
一 方､ PBP-1Bの トラ ン ス ぺプチダ ー ゼ活性に対してイ ミぺネ ムは強い 阻害効果を示 し ､
50% 阻害濃度は0.8 JLg/mJ であっ た o この条件下で 同時に測定 した トラ ンス グリ コ
シダ ー ゼ に対して は促進効果を示 したが ､ そ の理由 は明らかで はない ｡ PBP-2､ - 3
のトランス ぺ プチダ ー ゼ活性測定方法は最近漸く開発され たが ､ こ の方法によるイ ミ
ぺネムのPBP-2 に対する50% 阻害濃度は1 〃g/m[ であり ､ PBPsに対する結合親和性実
験から予想され るよりも若干高い結果で あ っ た (Table s ) ｡ PBP- 4 ､ - ちのD- アラ
ニ ンカル ポキシ ダ - ゼ活性に対する50% 阻害濃度はPBPに対する結合親和性実験の結
果とよく 一 致した ｡
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Table 4･ Effe cts of imipe nem o npeptidoglyc a n synthe sis a ctivitie sin
pu rifJ
'
ed pr epa ratio n s of E. c oH
･
PBP-1Aa nd PBト1B
a
PEP｢e spo n sib】e Co n c entratio n Fo r matio n of Exte nt of
a
f
c
o
t
r
･
･;?言Y望… o(
f
Jg
mIS?em (t冒ae宍…去g
a
S…駄 (T
C
ra
r
a
E
c
:
g
s
‡id?…
g
;
e
c
P♭p-1A 0
0. 03
0
.1
0.3
28. 4
16. 0
12. 9
ll. 1
13. 7
8. 2
4. 3
3. 0
P良P-1B 0
0. 1
1
10
8. 6
ll.2
ll. 5
15. 1
16
. 0
15.8
7.5
0. 1
aAs s ay c o ndJ
･
tio n s :(pap-1A)Re a ctio n mixtu re s c ontain ed. J
･
n afinal v oTu n e
of35 LLJ･14mM TrJ
'
s
IHCI buffe r.,pH 7･ 6･ 0･ 9mH HgCJ2 ,11%g[yc e rol,14X
m ethan oJ,0･ 4% Trito nX-100,60pm ol lipjd-lJ
'
nked pr e c u rs o r, [14C]GIcNAc
-Hu rNAc(トA(a - D-GI … e s o- A2Pm- D-Ala -D-A(aトPP- u nde c apr e no[ a ndpu r J
･
fied
ど. coliPらp-1A (c a･ 0･2 〟g protein). Imipe n e mwa s added at va rio us c o n-
C ent｢ atio n sto the ｢e a ctio Mlixtu re･ The nthe mixtu res we r einc ubated fo r
60min at 37℃･ m J
;
x ed with 10LZf of isobutyTic acid, sppoted o nuhat円a n
No
･ 3HHpape r(1:0･ 6) a s s olv e nt･ The radio a ctJ
'
vJ
-
ty at the o rJ
.
gJ
･
n of the
Pape r(PePtidogJyca n) w a s c o u ntedin a 一iquids cintl
'
Hatio n'c o unte r
(transglycosyJa se ac=vJ
'
ty) and the nthe product at the o rigin wa s
dige sted with lys ozym e a nd subje cted to pape rchr o m atogr aphy. The exte nt
Of c r osslinkage w a s e stim ated fr o mthe r atio of r adio a ctJ
･
vity of his
(disa c cha ride -tetrapeptide)giving the pe rc ent c r o s s=nkage(tr anspept ト
das erea ction).
(c o ntinued to the nex ed page)
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Tab一e 4. c o ntin u ed.
(pap-1B)Re a ctio n mixtu re s c o ntain ed, in afin al v o一u m e of 35LL],10 nlH
s odiu mpho sphate buffe r,p‖ 7. 0,33mH ‖gC暮2 ,14芳m etha no],160pm ollipid
-
linkedpr e c u r s o r一abeled withmes o-[14C]A pm a nd purified E. c ol売Pap-
1B(c a. 6 LLg Protein). Pu rified PBP-1Bw a spr ein c ubated with J
'
mipe n em
in re a ctio n mixtu r e witho ut the r adio a ctiv e s ubst｢a'te fo r10 m舌n at 37℃
a nd the nthe substr ate w as addwd a nd the r e a ctio n mixtu r ewa sin c ubated
fo r a nadditio n al 15m舌n at 37℃ . The r e a ctio nprodu ct w a sthe ntr e ated
as de s c ribed abo v efo rPBP-1A.
b
pm ol repe ated u nitin c o rpo r ated.
c
% c r o s s=nkage in fo r m ed peptidoglyc an.
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Table5･ Con centratio ns of imipenenta
nd benzylpe nicil[in r equired fo r50% inhibitionof
peptidoglyc a n
-cro slinking activitie s a nd D
- a]a nine carboxypeptidas e a c tivitie s
in E. c ols PBPs
p
f喜pr;完…冒;
sib.e
Enzyn､e a ctivity
activity
1A
18
2
3
4
5
500/. Inhibito ry c o nc e ntratio n(LLg/ml)
1nipe nem Ben zylpe nicillin
tra n speptidas e
tr a nspeptida se
tra nspeptida s e
tra nspeptidas e
D-alaninecarbxypeptida s e
D-畠1anin e c a rbxypeptidase
0
0
1
> 3
0
0
05
8
003
034
< 0
. 1
1
1.6
0.1 -0.3
0. 04
5. 5
values fo rPap-1 a^ nd l Bwe re c a-culatedfr omTable 4(imipen em) a nd unp
u川 shed data
(benzylpe niciI=n)･ Assay c o nditio n sfo rPBP
-2･ -3･ -4 a nd -5 w e re a sfollow s･
(PBP-2)The reaction mixture,in afin al v olume of 36れ
c o ntain ed 56mHTris-HCl buffer,
pH 8･5,28mH =gCl2 ･14mH EDTA･150 pmo川 pid
- =nked precu rso rlabeled in m eso- [14C]A2Pm
(specific a ctivity,44 Cipe rmo))･280LLH UDP
-Gl･cNAc,340LLg(as protein) of pa ｢ticulate
membra ne s a nd β -[a cta m a ntibiotic･ The rea ctio n wa spe rfo rmed fo r60min at 37℃ ,
and
as stopped by. boiling fo r1 nin･ The rea ctionprodu ct was then t-r eated
asde sc ribedin
theIegend to Table 4.
(PBP-3)The re actio n mixtu re,in a final v olun e of 35 fL)･COntained25mH Tris
-HClbuffer,
pH 7･6,5n= HgCI
.2 ,3nH E DTA･0･ 077XTrito nX
-100,llXglyc e ｢oI714 =etha nol,60pmo = pid
-
Iinkedprec u r so rJabe]ed in m eso
-[1 4C]A2Pm(44Ci perm oI), pu rified Pap
-3 from
E.co= strain JST975s rev61/pLC26- (ca,0.2 Lg Protein)a nd β -la cta na ntibiotic･ The
reactio n was pe rfo r med fo r-37℃ . a nd w as stopped by adding10jLl ofisobutyric acid･
The reactio nprodu ct w a sthentreated a sdescH bed in tl-elege nd to Tab一e 4･
(PBP-4 a nd -5)The rea ctio nmix tu res,in a final v o一ume of30LL[,C O ntain ed lOmH
Tris-HCI buffe r,pH 7. 5,19LLH )ipid
- =nked precu rso r]abeled in D-ala ni トD- ala nine1
33mH HgCl2(O nlyfo rD
- a[a nine c arboxypeptida selba ss ay)10･ 柑 Trito nX-100an 9 ト100
fLg(a sprotein) c rude membrane fractio nfrom strain JEll191(da cA)forassay of D
- a]anine
carboxypeptidase lb(Pap-4), o rfrom str ain JEIOO64(da cB)for a s say of D
- aJaninec arboxy-
peptoda se la(P8P-5). The re action mixtu re w e rein cubated for 60min a t30℃ and the
relea se of D-【1 4C]alanin e w a sdete rmined by c o u nting the radio activity after s eparatio n
ofother c o mpoundsby pape r chro matog｢aphy･
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vI. 考察
Tippe rと Strominge r[37] の仮説によれ ば ､ β
- ラクタム抗生物質はその 力ル ポ ニ
ル基の炭素原子 とペプ チドグリ カ ントラ ンス ぺプチダ
ー ゼの 活性中心の 親核性基 との
間で共有結合 を作り標的酵素の機能を阻害する o その後 ､ PBPs遺伝子の 塩基配列 ､
活性中心につ い ての 研究が相次いで 行わ れ ､ PBPsの活性中心のセ リン琵茎 とβ
- ラク
タム環の 力ル ポ 二 ル 茎の 炭素原子 との間で アシ ル結合を形成する こ とが明らか にされ ､
仮説は立証され た [34､ 35] 0 . そ の過程で 重要な発見 はSp｢ att【9] に より報告され
たPBPsの検出で あ っ た ｡ この方法は微量のペ ニ シ リン ー 蛋白複合体を感度よく検出
できるので ､ 種々 のβ - ラクタム系抗生物質のPBPsに対する親和性の研 究に幅広く用
いられる よう にな っ た ｡ E. c o]iの七種のPBPsの うち ､ Pap-1A､ - 1B は細胞の伸長化
に関与し ､ PBP-2､ -3は細胞の形態 ､ 即ち球形化 ､ および隔壁形成にそ れぞ れ関与し
ている[10､ SO∃ ｡ 細菌に と っ て その阻害が致死性で ある こ れらのPBPsのうち ､ β
- ラクタム系抗生物質に よっ て どれ か が阻害され る と ､ そ の薬剤のPBPsヘ の親和性の
特徴により特有の細胞形悪変化の後に溶菌に至 る ｡ イ ミぺ ネムはE. c oJiのPBP-2 に
対して強い 親和性を示 し ､ PBP- 3 に は親和性が弱 い という特徴が明らか にな っ た o
従っ てイ ミぺ ネムをE. c o= に作用させ る と梓菌 が卵球形化して 溶薗する 現象 とPBPに
対する作用の 特徴はよく 一 致した (Fig.13) o
一 方 ､ ベ ンジル ペ ニ シ リ ン はPBP-3
にも作用する た め隔壁合成が阻害され ､ 梓菌は フ ィ ラメ ン 卜化し ､ 一 部パ ル ジを形成
し容菌する . E, c oli のPBP-2 に特異的に親和性を示すβ - ラ クタ ム系抗生物質と し
て ､ 半合成ペ ニ シリ ンのメ シリ ナムが知られ て い るが ､ イ ミぺ ネムはP♭p-2 に対する
親和性の み による もので はなく ､ PBP-IA､ -1Bに対 して も強い 親和性を示 した o 旦こ
c ofiのPBP-2 合成の温度感受性変異株(42℃培養でPBP-2 が欠失する) を用い てMIC
を測定した ところPBP-2 欠失によりイ ミぺネムのMIC値は0,1 か ら0.2 LLg/ml に僅か
に上昇 した に止ま っ た o ‾ 同じ 力ルバぺネ ム骨格をもつ クラブラ ン酸はPBP-2 にも親
和性を示すが ､ イ ミ ぺネム と異なりPBP-1A､ - 1Bに は親和性が弱く ､ 抗菌活性も弱い o
イミぺネムの抗菌力発現 に はPBP-1A､ -1B親和性が大きな役割を果 た して いる と考え
られる o イ ミぺ ネムのE. c oJiのPBP-4 ､ -5､
- 6に対する 親和性は抗菌力 にそれ ほど
影響 しない と思わ れ る ｡
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本実験で は ､ E. c oli､ P. a e r ugin o s aのPBPsに対する イ ミぺ ネムの親和性を
"
sim uトト
a neo u s co mpetitio n a ssay
''
と
…
c o mpetitio n a s s ay withpr ebinding
' '
の2方法を
用いてベ ンジル ペ ニ シリ ン のそ れ と比較し ､ ほぼ
一 致した結果が得られ た o 多くの
β - ラクタム抗生物質で こ の二つ の方法は同様な結果を与え る と報告され て いる o. し
かし ､ a Cyla min obe nzylpe nici]1in やa cylu r eidope nici = inなどの半合成ペ ニ シ リ ン
では
``
simulta ne o u s c o mpetitio n a s s ay
”
で測定した場合 ､ E. c oli のPBP-1A に対する
親和性が
"
c o mpetitio n a ssay withprebinding
”
に比較 し ､ 著しく低く評価され る
と報告されて い る [22] ｡ その
■
理由はこ れらの半合成ペ ニ シ リ ン の こ のPBPヘ の結
合速度がPBPsを検出するた めに用い られ る [14C] ベ ンジル ペ ニ シ リ ンより遅い 為で
ある と考えら れる ｡
N-fo r mimidoy] 茎をチエ ナマ イシン に導入 して 作られた イ ミぺ ネムは ､ E. c oliやP.
a e rugin o s aを含む様々 な細菌に対してチエ ナマ イ シ ン のおよそ2 倍程度高い 抗菌力を
示す[36] イミ ぺネ ムのE. c oli のPBPsに対する親和性パタ - ン はSp｢ attらの チエ
ナマ イシ ン につ い て の報告[37] と比較する限り ､ PBPsに対する結合親和性はイ ミぺ
ネムの方が若干強い結果 が得られた o イ ミぺ ネムの抗菌力の上昇に はPBPsヘ の親和
性の改善が寄与して い る もの と考えられる ｡
PBPsに対する親和性の測定はPBPsとβ - ラクタム抗生物質との共有結合を測定して
いるが ､ 単にPBPsとβ - ラクタ ム系抗生物質が共有結合の み によ っ て酵素活性を阻害
するとは限らない ｡ それゆえにべプ チドグリ 力ン 合成酵素で あるPBP のイ ミ ぺネム
による阻害をin vitr oで直接測定した o E, c o]iPBPsの トラ ンス ぺ プチダ ー ゼ活性阻
害はPBP-lA､ -1B に対する結合親和性実験で 得られ た結果 と高い相関性が見られ た a
PBP-2 の トラ ンス ぺ プチダ ー ゼ活性阻害 は結合親和性実験より予想される よりも弱
い結果が得られ た ｡ 恐らく これはイ ミぺ ネムがアル カリ側で 著しく安定性が劣る為
に ､ 測定に用いら れた 高いP‖(PH8. 5)により 一 部分解した もの と推測され た ｡
本実験に用い たE. c oli､ P. a e ｢ ugin o s a､ およびS. a u ｢ e u sに対する イ ミ ぺネムのMIC
値はそれぞれ0.1 ､ 3. 13､ および0. 013LLg/m[であり (Tab一e 6) ､ ベ ンジル ペ ニ シ
リンのHIC位と比較する と ､ それぞれ1/512､ 1/32倍以下 ､ 1/2 である ｡ このMIC
値の差はE. c o主iやP. ae r ugin o s aのPBPsに対する親和性実験で 得られ た イ ミ ぺネムとベ
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ンジル ペ ニ シ リ ンの50% 阻害濃度の 比(Tab一e 1 ､ A/B また はC/D)か らは予想で きな
いほど大きな値で ある ｡ この理由と して ベ ン ジル ペ ニ シ リ ンは イ ミぺネ ム に比較し
グラム陰性薗の外股透過性が低く ､ 生菌体で は 標的酵素ヘ の到達性が低 い為と考えら
れる D
Table 6.
.
M inim u minhibito ry c o n c e ntr ation(HIC) of imipe n e ma nd be nzyト
pe nicillin again st S. a u ｢ e u s,E. c olia nd P. a e rugin o s a
HIC(〃g/mり
Str ain
Imipe n e m Be nzylpe nici H in
S. a u ｢ e u sFDA209P
E. coli JEIOll
P, a er ugin o s aIFO12689
0.013 0. 025
0
.
1 50
3.1▲3 >100
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VII. 要約
イミ ぺネム (”-fo r minlidoylthie n a mycin) のE. c oli､ P. a e r ugjn o s aおよびS. a u r e u s
のPenici =in- binding p｢ otein s (PBPs) に対する 親和性を結合部位ヘ の [14C〕 べ
ンジル ペ ニ シ リ ンのc o mPetitio n により測定した ｡ E. c oli､ P, a e r ugin o s aのPBPsに
対する親和性実験で は二 種の方法
``
sim ulta ne o u s c o mpetition a s s ay
”
および
"
c omp-
etitio n a s say withpr ebindind
''
を用 い て測定した o この二 種の 方法は共に 一 致
した結果が得られ ､ イ ミ ぺネムはE. c o[i とP. a e r ugin o s aのPBP-2 ､ - 4 に対 して 特に強
い親和性を示 し ､ PEP-3 を除く他のPBPsに対して も強い 親和性を示 した ｡
より直接的
‾
に イ ミぺ ネムの抗菌作用を調べ る為t:
'
､ E. c oliPBPsによるin vitr oで の
ペプチドグリ 力 ン合成反応の阻害作用を測定 した ｡ イ ミ ぺネムの合成酵素阻害活性
は結合親和性実験で 得られ た結果 と相関性が見られ た ｡ イ ミぺネム はPBP- 1A､ -1
Bおよび -2の トランス ぺプ チダ ー ゼ活性､ PBP-4あよび -5 のD- ア ラ 二 ン力ルポキシぺ
プチダ ー ゼ活性を低濃度で 阻害した o また従来のβ - ラクタム抗生物質で は見られ
ないPBP-1A のトラ ンス グリコ シ ダ ー ゼ活性阻害作用を示 した o また ､ 逆にPap-1B の
トランスグリ コ シダ ー ゼ活性を促進する 現象が見られ た o イ ミ ぺネムのPBP-3 のト
ランスぺプチダ ー ゼ活性阻害は弱く ､ 結合親和性実験結果および細菌分裂 時の隔壁合
成を阻害しない 観察結果 とよく 一 致 した o
S. a u r e u sのPBPsは4種認められ ､ そのうちPBP-1 ､ -_2､ および
-3はイ ミぺネムやべ
ンジ)
.
L ペニ シ リ ン に対して ほ ぼ似た親和性を示 した o ま た これ らのPBPsに結合 した
イミぺネムは比較的容易 に解離する が ､ ベ ンジル ペ ニ シ リン が結合 した 場合､ 安定で
あっ た o 一 方､ 低分子量蛋白のPBP.
-4 はベ ンジル ペ ニ シリ ンを解離する が ､ イ ミ ぺ
ネムは強い親和性を示 すと ともに結合は安定で あ っ た ｡
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付 丁 ･ - 二亡 こ
妻弔 _ 早
i. 緒言
β - ラ ク タ マ ー ゼ に 対 す る 活 性 阻害 作用
細菌の産生する各種のβ - ラ クタ マ - ゼ は ､ ペ ニ シリ ンやセ フ ァ ロ ス ポリ ンなどの
β - ラクタム環を加水分解する こと によりその抗菌活性を失わせ しめる ｡ β
- ラク
タム系抗生物質耐性菌の 多くはこ のβ - ラクタ マ ー ゼ による 耐性機構を備えて おり ､
最も普遍的な耐性化要 因と考えられ る [1 ､ 38] 0 β - ラクタ マ - ゼ はペ ニ シ リ ン
剤に対して活性の 高い ペ ニ シ リ ナ
ー ゼ ､ セ フ ァ ロ ス ポリ ン剤に対して話性の高い セ フ
ァ ロ ス ポリナ ー ゼ に2大別され るが ､ Prote u s. v ulga ｢is の産生するβ - ラ クタ マ
- ゼのように ､ 両者を同程度に加水分解する広い 基質特異性を持つ β - ラクタマ
- ゼ
もある ｡
β - ラクタ マ ー ゼの産生 は染色体もしくは核外道伝子 ( 接合 によ っ て 伝達する 伝達
性R プラス ミ ドまた は非伝達性 ｢プラス ミ ド) により支配され ､ 酵素の産生様式も誘
導型と構成型 に分れる ｡ S. a u r e u sの ｢プラ ス ミ ドに よっ て産生され る ペ ニ シ リナ
ー
ゼはフ ァ ー ジ によ っ て そ の遺伝子が形質導入され ､ β - ラクタ ム剤に よりその産生が
誘導され る誘導酵素で ある ｡ グラム陰性菌の場合 ､ 菌種特異的な染色体性セ フ ァ ロ
スポリナ ー ゼ は多くが誘導型で あり ､ 染色体性また はR プラ ス ミ ド性の ペ ニ シリ ナ -
ゼは構成的に産生 され る o 酵素学的研究の進歩によりβ - ラ クタマ - ゼ の詳細 な分
類がなされて い る[1､ 38] 0
これらのβ - ラ クタ マ ー ゼ産生耐性菌に対してβ - ラクタ マ､
- ゼの加水分解を受け
難いβ - ラクタム系抗生物質が開発され ､ 次い で 抗菌活性は弱い もの のβ - ラ クタ マ
- ゼに対して強い 阻害活性を持つ β - ラクタ マ ー ゼイン ヒ ビタ ー も開発され た ｡ 前
者の例と して はペ ニ シ リナ - ゼ産生ブ ドウ球菌に も有効なク 口 キサ シ リ ンやメチシ リ
ンなどの半合成ペ ニ シ リ ン ､ 及びグラ ム陰性菌に も有効なセ フ ァ マ イ シ ン系抗生物質
やオキシ ム系 セ フ ァ ロ スポリンなどがある ｡ β - ラクタ マ ー ゼイ ン ヒ ビタ ー と して
はクラブラ ン酸E
‾
39､ 40]やペ ニ シ ラン酸ス ル フ ォ ン[41､ 42] が挙げられ ､ β
- ラ
クタマ ー ゼに不安定な既存β - ラ クタ ム剤との 併用 が既 に臨床的に行わ れ て いる o
しか し ､ β - ラクタ マ ー ゼ産生 による耐性菌につ い て の問題 を全て解決したわ けで は
ない o 即ち ､ β - ラクタ マ ー ゼ に安定なβ - ラクタ ム剤は抗菌ス ペク トラムが限定
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されたり ､ β
- ラ クタ マ - ゼ高度産生薗には無効で ある ことが多い o β - ラクタ マ ー
ゼイン ヒ ビタ
ー は全て のタ イプのβ - ラクタ マ - ゼ を同様に 阻害する わ けで なく ､ そ
の有効範囲は 限定されて い る ｡
ィミぺネムは第 一 章で 明らか にした様に高いペ プチドグリ 力 ン合成酵素阻害作用を
持つが , 他の 多く のβ
- ラクタム抗生物質と異なり ､ β - ラクタ マ ー ゼ イ ン ヒ ビタ ー
の性質をも合せ も っ てい る [43､ 44] 0
本章で はイ ミぺ ネムのβ - ラクタ マ - ゼ阻害作用 に焦点をあて ､ R プラス ミ ドのIb
型ペ ニ シリナ. - ゼおよびCitr oba cte ｢ f｢ e u ndiiの菌種特異 的セ フ ァ ロ ス ポリナ
- ゼ ､
および幅広い基質特異性を持ち ､ ペ ニ シリナ - ゼ とセ フ ァ ロ ス ポリ ナ ー ゼの 中間型の
地 の セ フ ァ ロ ス ポリナ ー ゼを用い て ､ イ ミ ぺネム のβ - ラクタ マ
ー ゼ阻害機
構につ い て検討を加え た ｡
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ⅠⅠ. 実験材料および方法
1)使用薗株
p. vulga ｢is GN 76 の構成型産生変異株P. v ulga ｢is GN 76/C-1
ァ ロス ポリ ナ - ゼ調製に用 いた [45､ 46]
通常培養条件で は半構成的にセ ･フ
をP. vuJga risの セ フ
C.fr e u ndiiの セ フ ァ ロ ス ポリナ - ゼ は
ア ロ ス ポリ ナ - ゼを産生するC.f｢ e u ndii GN346 か
ら調製した [
'
45､ 47] a R プラス ミ ドのType Ib ペ ニ シ リナ ー ゼ (Mat the w と
Hedge s[48] によ る分類で はTEH-2 型ペ ニ シ リ ナ ー ゼ) の調製に はE. c oli HL1410/
RGN823を用い た [45] o その他の各種β - ラ クタ マ - ゼ粗酵素破調製にはTab)e 7.
に示した菌株[46]を用い た D
2)使用抗生物質
イ ミぺネム ､ チエ ナマ イ シ ン ､ および エ ビチ エ ナマ イ シ ンA はHe ｢ ck Sharp &
Dohme Re s e a rchLabo rato rie s(U. S. A) より入手した ｡ セ フ ァ ロ リヂ ン ､ セ フ ァ ロ
チンおよび ベ ンジル ペ ニ シ リン は鳥居薬品㈱ ､ 塩野義製薬㈱および万有製薬㈱よりそ
れぞれ入手 した ｡
3)酵素の調製
β - ラクタ マ ー ゼ に対する安定性測定の た めの 酵素試料は各酵素源 となる 菌株より
調製した o 即ち ､ 対数増殖期の菌体を集菌し (5000rpm､ 10分 ､ 4 ℃) ､ 0･1Mリ ン
酸緩衝液 ､ pH7.0 ､ にて洗浄後､ 菌懸濁液を超菩波処理 (Bra n s o n s o njfie r) して菌
破砕液を得た ｡ 薗破砕液をさらに遠心分離(15,000｢pm､ 30分 ､ 4 ℃) し ､ その上
清を阻酵素液と して用い た o β - ラ クタ マ - ゼ活性阻害実験 に用 い た 三種のβ
- ラ
クタマ ー ゼの粗酵素試料か らの精製は既報の 方法 [45] に準じて行 っ た ｡
精製酵素標畠の純度はSDS/ ポリアクリル アミ ドゲル 電気泳動 [27] に より確認 した o
これらのβ - ラクタ マ ー ゼ標品の調製直後の比活性はType lb ペニ シ リ ナ ー ゼ :19
13units/mg pr otein p. v ulga ris セ フ ァ ロ スポリ ナ
ー ゼ :832u nits/mg prote -
- 3 4-
in､
vulga
c.fr e u ndii セ ファ ロ ス ポリナ - ゼ :130u nits/mg pr otein で あ っ た o 巳+
ris セ フ ァ ロ ス ポリ ナ - ゼ は保存中に失活する現象が認められ ､ 実験に使用 し
た際の これらの 酵素活性はそれぞれ319 u nits/mg pr otein で あ っ た o 実験に用い
る活性酵素量(モ ル) は完全精製酵素の比活性値 を茎 に算出 した o また ペ ニ シ リナ
ー ゼおよびセフ ァ ロ ス ポリ ナ ー ゼの活性単位 1 u nit はpH 7. 0､ 30℃の条件下で単
位時間( 分)あた りにべ ンジル ペ ニ シリン (ペ ニ シリ ナ - ゼの 場合) ある い はセ フ ァ
ロチン (セ フ ァ ロ ス ポリナ ー ゼの場合) の1LL m O]e のβ - ラ クタム環を加水分解す
る酵素量と定義した ｡
4)β- ラクタ マ ー ゼに対するprogr e s siv einhibjtio nの測定
イミ ぺネム および他のチ エ ナマ イ シン系β - ラクタム抗生物質(チエ ナ マ イ シ ン ､
エ ビチエ ナマ イシ ンA ) によるβ - ラクタマ ー ゼの 阻害はFishe ｢らの方法[49] によ
っ て測定した o 即ち300JIJ のβ - ラクダマ ー ゼ溶液(最終酵素濃度 0. 08 - 1･ O
LLM)と種々 の濃度の イ ン ヒ ビタ ー 溶液(チエ ナ マ イシ ン系薬剤;50mH リン顧緩衝
液 ､ pH 7. 0に溶解)15LLI を混合して30℃にて ,-･･7 レイ ンキ ュ べ - シ ョ ン した ｡
定時間イ ンキ ュ べ - シ ∃ ン した後 ､ その溶液中か ら5 LLJ を採取 し ､ 直ち に ､ 予め30
℃に加温して おいた100〟M の セ フ ァ 口 チンまた は200〃H のベ ンジル ペ ニ シ リ ンを
含む同リ ン酸緩衝液 3. 0 ml に加え ､ 希釈 した D イ ミぺネ ムは過剰の基質存在下で
希釈され ､ イ ミ ぺネム による競合阻害作用は消失する ｡ 浅存するβ - ラクタ マ - ゼ
活性はセ フ ァ 口 チンまた-は ベ ンジル ペ ニ シ リ ンのβ - ラクタ ム環の 開裂 に伴う265n m
または232n 川 のそれ ぞれ の紫外部吸光度の初期変化を30℃で 測定して求めた ｡ 分光
光度計はPERKING EL…ER 550を用 い た o β - ラクタ マ - ゼ の不活性化の程度はβ
-
ラクタ マ - ゼイ ン ヒ ビタ ー の存在しない 条件下で プ レイ ンキ ュ べ - シ ョ ン した時の酵
素活性に対する 活性の相対値(%) と して表した o
5)動力学的パ ラメ ー タ の決定
三種のβ - ラクタ マ - ゼ に対するイ ミ ぺネム などのβ - ラクタ マ ー ゼイ ン ヒ ビタ -
としての Ki 値はイ ン ヒ ビタ ー の存在下で 各基質の 水解速度を求め ､ Lin ewe abe r-
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Burkの逆数プ ロ ッ トにより算出した [50] o Kmin a ct ､ kina ct は種々の イ ン ヒ
ビタ ー 濃度存在下で 酵素をイ ンキ ュ べ - シ ョ ン した後の琵存酵素活性とイ ン ヒ ビタ ー
濃度の両逆数プ ロ ッ トにより求めた o kcat はKi 値より十分高い イ ン ヒ ビタ
ー 濃
度存在下で のイ ン ヒ ビタ
ー の酵素による加水分解の初期速度を298n m (イ ミぺ ネムお
よびエ ビチエ ナマ イ シ ンA)ま た は297n m (チエ ナ マ イ シ ン) の紫外部吸光度の減少
を測定して求めた ｡ kr e a ct は不活化され た酵素の活性回復速度で ある ｡
kr ea ct はイン ヒ ビタ ー の分解後の酵素活性回復から直接求める方法 ､ 及びゲル ろ過
により残存イン ヒ ビタ ー を除去後の酵素活性回復から求める 2方法で 行っ た o 或存
イン ヒ ビタ ー のゲル ろ過 に よる除去は過剰のイ ン ヒ ビタ - とβ - ラクタ マ ー ゼを 一 定
時間イ ンキ ュ べ - シ ョ ン後 ､ 直ちに4 ℃でSephade xG-25 カラム (0. 9x8.0 c m)
にてゲ)L,ろ 過 し ､ 酵素 ･ イ ン ヒ ビタ ー 複合体を分取 した o 酵素 ･ イ ン ヒ ビタ - 複合
体を基質中に加え , 酵素活性の 回復を定時的に調 べた ｡ 回復した酵素活性の程度は
イン ヒ ビタ ー 非存在下で 同時に処理 したβ - ラクタ マ ー ゼ活性を基準に して表した o
kre a ct は不 削ヒ画分をイ ンキ ュ べ - シ ョ ン 時間に対して 片対数プ ロ ッ トし ､ その
傾きから算出 した ｡
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ⅠⅠⅠ. β - ラクタ マ - ゼ に対する安定性
Table 7 に1 0種のβ - ラクタ マ ー ゼ による加水分解に対する イ ミぺ ネム安定性お
よび他の代表的β - ラクタ ム別のβ - ラクタ マ - ゼ産生菌に対する抗菌力を示 した o
β - ラクタ マ - ゼ活性はそれぞ れの産生菌か ら抽出 した狙酵素液を用い て測定した
｡
ペ ニ シリナ ー ゼの場合はベ ンジル ペ ニ シリ ン (ペ ニ シリ ンG) の 加水分解速度を
100 とした相対加水分解率で , . また セ フ ァ ロ ス ポリナ ー ゼの場合 はセ フ ァ ロ リヂンを
100 とする相対加水分解率で 表した D 用い たβ - ラクタマ - ゼ はR因子支配の ぺ ニ
シリナ ー ゼE. c o)iML1410/RGN823およびE. c oli HL1410/RGN238(オ キサ シ リン分解
酵素) の他 ､ 染色体支配の ペ ニ シリ ナ ー ゼま た はセ フ ァ ロ ス ポリナ - ゼで あり ､ いず
れのβ - ラクタ マ - ゼ による イ ミぺネムの加水分解は検出されなか っ た . また ､ イ
ミぺネムの高い β - ラクタ マ - ゼ安定性はそれぞれ のβ - ラ クタ マ ー ゼ産生菌殊に対
する強い抗菌力 とよく 一 致した (Tab一e 7)o
Table 7. Stab = ity of imipe n e mto the hyd｢ olysis by v a rio u skinds of
β - la cta m a s e s a nd its a ntibacte riaJ a ctivity again st β - Ja cta n a s e
p｢odu cing strain s
So u ｢ s e ()f
B -]acta n a se
Relativ e r ate
of hydr olysis
HIC(LLg/mJ)
of imipen e m IPH CER CFX ABPC
(Pe nicillin a s e)
E. c o一i HL1410/RGN823
E. c o一i ML1410/RGN238
ド. pn e u m o nia eGN69
(Cephalo sp9rin a s e)
P. vu[ga ris GN76
E. c o]J
'
GN206
P. mo rga nii 1510
S. m a ｢ c e s c e n sGN629
E. clo a c a e363
f｢ eurTdi GN346
P. a e r ugin o s aPAOl
<1
<1
<1
<1
<1
<1
<1
<1
<1
<1
0. 1
0. 1
0. 1
0. 39
0. 1
0. 78
1.56
0.39
0. 2
6. 25
100
6.25
1.2.5
800
50
8()0
800
> 800
400
>800
3. 2 >800
3. 2 400
3. 2 800
3. 2 100
100 200
12. 5 40()
12.5 800
>800 800
>800 >800
>800 >800
Abbr e viatio n s;IPH,imipe n e m;CER;c ephalo ridin e;CFX,cefo xitJ
'
n;ABPC,a mpici=in
- 37-
IV. 3種のβ - ラクタ マ ー ゼに対する 阻害様式
1)C freu ndii セ ファ ロ ス ポリナ
ー ゼ に対する阻害様式
典型的セ フ ァ ロ ス ポリ ナ ー ゼの 基質特異性を示すC. fre u ndii セ ファ ロ ス ポリナ
- ゼ
は ､ 1 酵素分子あた り2000倍濃度の イ ミぺ ネム存在下で 2時間イ ンキ ュ べ
- シ ョ ン し
ても時間に依存した不活化現象 (progr e s siv einhibitio n;tim e-depe nde nt inhibit
-
o n) は ほ とん ど観票され なか っ た ｡ セ フ ァ ロ スポリナ ー ゼ はイ ミぺ ネム とイ ンキ ュ
べ - シ ョ ン5 分後に その或存活性は92%で あ っ たが ､ 以後 ､ 次第に活性を回復し1･5
時間後には元の 酵素活性 レべ)L,にまで もど? た(Fig･14A) o こ の様にイ ミぺネムは
このセ フ ァ ロ スポ リナ - ゼ に対してPr Ogr e S Siv e/inhibitio nを殆ど示さなか っ た が ､
強力な競合阻害作用(c o mpetitiv einhibitio n)を示 した o Lin e w e a ve r-Bu k プ ロ ツ
卜から求めたC. fre undiiセ フ ァ ロ ス ポリナ - ゼ に対する Ki 値は1. 9 LLH で あ っ た o
2)Type lb ペニ シ リナ - ゼ に対する 阻害様式
R プラス ミ ド支配Type lb ペニ シ リナ - ゼはイ ミ ぺネムによりpr ogr e s siv einhjb 卜
tio nを受けた(Fig. 14B) ｡ その 不括化速度は緩や かで あり ､ 高濃度の イ ミぺネ ムを
加えて も顕著な不活化 レベル の上昇は観察され なか っ た ｡ 即ち酵素1 〃M に対 して
250LLH のイ ミぺネムと2 時間イ ン キ ュ べ - シ ョ ン した時の不活化程度は およそ50X
であり ､ それ 以上の不括化現象は観察されなか っ た ｡
また ､ イ ミぺ ネムはC.fre u ndJ
-
iセ フ ァ ロ ス ポリナ ー ゼ に対するの と同様 ､ Type lb
ペニ シリ ナ ー ゼ に対 しても競合阻害作用を示 した が ､ Ki 値は6. 1 LLH でありセ フ ァ
ロ スポリ ナ - ゼ に対するよりもやや償い親和性を示 した ｡
3)P. v ulga risセ フ ァ ロ ス ポリ ナ ー ゼに対する阻害様式
p. v ulga riもセ フ ァ ロ ス ポリナ - ゼ に対して ､ イ ミぺ ネムは強いPrOgr e S Siv einhib ト
tio nを示 し ､ 酵素とLLM濃度のイミぺ ネムを数分イ ンキ ュ ベ - シ ∃ ンする だ けで本酵
素を著 しく不活化した(Fig. 14C) ｡ しか し ､ さら にイ ンキ ュ べ
- シ ョ ン時間の軽
- 38-
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過と共に失活酵素は次第に活性を取戻 し ､ 回復の 開始時期 は添加した イ ミぺ ネム濃度
に依存していた ｡ イ ミ ぺネムはP. v ulga risセ フ ァ ロ ス ポリ ナ
ー ゼに対 して3種のβ
- ラクタ マ
ー ゼの中で ､ 最 も顕著なpr ogr e s siv einhibitio nのパタ ー ン を示 した o
硝素に対する イ ミぺ ネムの Ki 値は0･59〃M で あり ､ 競合阻害活性も著しく高か っ
T:a
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V'. P｢oteu S v ulga risの産生するセ フ ァ ロ ス ポリナ
- ゼ阻害械構
Fig.14C に示 した よう に ､ p. v ulga risセ フ ァ
ロ ス ポリナ ー ゼはイ ミ ぺネ ム によりpr
-
ogre s siv einhibito nを受け ､ 時間の経過 と ともに酵素分子 は不 削ヒさ
れ ､ さらにイ
ンキユ べ
- 卜すると次第に活性が回復した o 活性回復は部分的で ありその程度は酵
素分子のモ ル濃度[E] に対するイミ ぺネムのモ ル 濃度[Ⅰ] の比[
i/E] に依存していた o
【Ⅰ/E】 に対する回復した活性% をプロ ツ 卜する と直線性が得られ た(F
ig･ 15) o
【Ⅰ/E] 比が53 の場合 ､ 390分イ ン キ ュ べ
- シ ョ ン後に初期活性の53% が回復した o
酵素分子1 モルを完全 に不活化する為には ､ Fig･15 の直線のX軸切片
か ら推定して11
o分子のイ ミ ぺネムの加水分解が必要で ある (タ
ー ン オ - Jト ナンJト ) o
不括化に関する速度定数 ､ kina ct
･
およびKmin a ct を種々の イ ミ ぺネム濃度に対
する初期 相 化速度の 逆数プ = ツ 卜か ら求めると0･ 70min
-1
ぉよび0･ 38LLH であっ た o
Kmina ct の値は Km 値とほぼ 実験誤差の範囲内で
一 致して い た o
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A
甘モ
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Fig. 15. Dete r minatio n o= he nu mbe rofhydr olytic ev ents per 地
cephalosporin a s e m ole cule befo r e c o mplete in a ctiv atio n of the
e nzym eby inipe n e n. Fra ctio n al e nzym e a ctivity re m aining was
obtain ed fr o mthe valu e at the ma xim u m r e a ctivatio nJe v e) sho w n
in Fig. 14(C).
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不 糾 された 酵素の回復開始時期は反応液
中に戎存する イ ミ ぺネムの 濃度に依存す
ると思わ れた o 即ち【Ⅰ/E】 比が13および
26 の場合 ､ イ ミぺ ネムはそれ ぞれ20分およ
び60分後に完全 に加水分解され る事が分
っ た が(Fig･ 16)､ そ の時期 抑 活化酵素の活
性回復開始時期とよく
一 致する o Ki 値の33倍および66倍のイ ミぺ ネムが存在する
条件下で のイ ミ ぺ - の加水分解に関する速度定数
､ k cat傭 肌 51由in
-1
で あ つ た o
･
これは初期の水解速度より得られ た値で ある ｡ しか し ､ 加水分
解反応は 一 定の速
度で進行しなか っ た o 加水分解速度
の低下 は恐 らく酵素分子の 相 化が時間とと も
に進行した為と推測さ れる o
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Fig. 16. =ydr olysis of imipe n e mby the p. vulga ris c epha】o spo r
in a s e.
The r e a ctio n w a sc a r ried o ut at 30℃ in 3･ O m]
-pota s siu mpho sphate buffe r, pH 7･ 0,c o ntaining
(○)25fLH of imipene mwith Q･ 95LLH of e nzym e･
imipe n e m w a s m o nito r ed by spectr ophoto m etry at
298n m.
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of 50mH sodiu m
(○)12. 5〃H
.
a nd
Hydrolysis of
a w a v e一 ngthof
イミ ぺネ ムのPrOgr e S Siv einhibit o nにより失活 したP. v ulga r J
'
s セ フ ァ ロ ス ポリ ナ
_ ゼの活性回復程度は【Ⅰ/E] 比に依存するが ､ こ の活性回復現象につ い て ､ さら に十
分検討した o β
- ラクタ マ - ゼ (3･ 8 LLH)と過剰のイ ミ ぺネム(10mM)を30､ 60､ 90､
120分イ ンキュ べ - シ ョ ン した後 ､ ゲル ろ過 により過剰の イミぺ ネム よりβ
- ラクタ
マ ー ゼ ･ イ ミぺ ネム複合体を分離した ｡ 得られ たβ - ラクタ マ ー ゼ ･ イ ミぺ ネム複
合体分画を30℃ にて イ ン キュ べ
- 卜し ､ 酵素活性を経時的に測定した o イ ンキ ュ ベ
- シ ョ ン 時間に対する ､ 各時間の不活性画分の割合い を片対数プ ロ ッ トに表した(Fig･
17) 0
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Fig. 17. Re co v e ry Of the e nzym e a ctivity after gel fiJtr a ion･ The
p. v ulga ris c ephalo spo rin as e(fin a一 c o n c e ntr atio n,3･8LLH) wa s
pr e-in c ubated withlOmHimipe n e m at30℃ fo r(○) 30 min･ (○)
60min,(▲)120 m舌n a nd (A)180min･ Afte rthe imipe n e m
- e n zym e
c omple x wa s s epa r ated fr o mthe re actio n mixtu r eby get filtr aion7
the a m o u nt of enzyme r e c o v e red w a sdete r min ed a sde s c ribed in
5) of II. in Mate rials a nd Hethds･
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過剰のイミぺ ネムを加え た にも拘ら.
ずゲル ろ 過直後に酵素活性を測定した ところ ､
インキ ュ ベ 丁 シ ョ ン 時間に応じて32から43%の 画分が活性型 と
して検出され た o こ
の活性型画分はゲル ろ 過操作中に不安定なβ
- ラクタ マ - ゼ ･ イ ミ ぺネ ム複合体が解
離したもの と考えられ た o 酵素活性の 回復速度は見掛上β
- ラクタ マ ー ゼ とイ ミぺ
ネムのイ ンキ ュ べ
- シ ョ ン時間に依存して いる ようで あ っ たが ､ どの場合もおよそ60
分後には酵素活性の 回復は平衡に達した o さらに14時間イ ンキ
ュ べ - シ ョ ン して も
それ以上の酵素活性の 回復は認 められ なか っ た o 酵素活性回復の速度定数k re a ct
はインキュ ベ
ー シ ョ ン時間に無関係に0･031陀in
-1
と計算され たが ､ 回復した活性の
程度はイ ンキ ュ べ
- シ ョ ン時酎こ依存して い た(Fig･18)o こ の結果 はイ ミぺ ネムに
ょりβ - ラクタ マ - ゼ の不可逆的不活化反応が起きて い る事を示唆して い る o 不可
的 相 性の速度定数､ k inact.ir r e v はFig･17 の傾きから0･003机in
-1
と測定され
た ｡
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a ctivity w a s obtain ed fr o mFig. 17.
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本実験で得られ た旦こ 地 セ フ ァ ロ ス ポリ ナ
- ゼ に対するイ ミ ぺネ ムの作用の動
力学的パラメ
ー タ ー は次の通りで あ っ た : Kmin a ct ､ 0･ 38uH;kc at ､ 1･ 51min
-1
kJ
･
na ct ､ 0･70min
-1
; k re a ct ､ 0･031min
-1
; kina ct･ irr e v､･
0･ 003min
-1
;タ
ー ンオ ー バ ー ナンバ
ー
､
110
0
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vI. R プラス ミ ド支配Type lbペ ニ シリ ナ
ー ゼ阻害機構の解析
第二章 IV. におい て ､ イ ミぺ ネムはC. fre u ndii セ ファ ロ スポリナ
ー ゼ に対して は
progre siv einhibjtio nをほ とんど示さず ､ P. v uJga risセ フ ァ ロ ス ポリ ナ
ー ゼ に対し
ては競合阻害ととも に典型的なprogre s siv einhibito nを示 した o
一 方 ､ Type lb
ペニ シリナ ー ゼに対して はこれ ら2種の セフ ァ ロ スポリナ ー ゼの中間的な性質を示 し
た . 即ち ､ イ ミぺネムのType lb型ペ ニ シ リ ナ
- ゼ に対するprogr e Siv e inhibit 卜
onは緩やかで あり ､ 酵素に対する イ ミぺネムの濃度比を増加 しても不括化はおよそ50
%程度で 平衡化し ､ そ れ以上の 不活化は観察され なか っ た ｡ こ の様な現象 は同種力
ルバぺネム系のオリバ ン畷誘導体[51] によるType lb ペニ シ リ ナ - ゼの 阻害研究で
も知られて いない ｡ そ こで ､ イ ミ ぺネムのType lb ペ ニ シリ ナ ー ゼ に対する 阻害の
平衡化現象につ いて ､ コ ン ピ ュ ー タシ ミ ュ レ ー シ ョ ンを用 いて 解析を試み た o
1)イミぺネム ､ チエ ナマ イシ ン ､ エ ビチ エ ナ マ イ シ ンAによるType lbペ ニ シ リ ナ ー
ゼのpr Og｢ e S Siv einhibitio n
Type lb ペニ シ リナ - ゼに対するイ ミ ぺネムのpr ogr e sSiv e J
'
nhibitio n(Fig･14
(a)) を再確認する 為に ､ 酵素に対する イ ミぺ 享ムの濃度比を更に高め ､ 活性回復の
観察時間を延長 した ｡ さらに ､ 対照 と して ､ 類似化合物チエ ナマ イ シ ン とエ ビチエ
ナマ イシ ンAを用 いた ｡ これら の化学構造式 はFjg. 19 に示す o イ ミぺ ネムはチエ
ナマ イシ ンのN-fo r mimidoy) 誘導体で あり ､ エ ビチエ ナマ イシ ン AはN- a c etyJ誘導体
であるが6位側鎮の立体配位が6 R､ 8 Sで チエ ナマ イ シンの 6 S､ 8 Rとは異な っ
た構造をと っ て いる ｡
これらの3化合物のPr ogr e s siv einhibJ
'
tio n の測定結果をFig.20 (A),(良),(C)
に示した . 戎存酵素活性は第二 章､ ⅠⅠ. 実験材料および方法 ､ に示 したdi[utio n法
により求めた ｡ イミぺ ネム による ペ ニ シ リナ ー ゼ不活化速度はチエ ナ マ イ シ ンや エ
ビチエ ナマ イ シ ンA による不活化速度に比べる と相対的に緩やか で あるが ､ 阻害のパ
タ ー ン はチエ ナ マ イ シ ンのそれ とよく頬似して い た ｡ 酵素に対する イ ミぺネムの濃
度比を500まで増加させ ても ､ 最高不活化率はおよそ50%で 平衡状惹をとる こ とが再
- 46-
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'
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確認され た ｡ 同様な平衡現象がチエ ナマ イ シ ンの場合 にも観察され ､ 最高不括化率
はおよそ80%で平衡状悪 となっ た ｡ エ ビチエ ナマ イ シン Aの場合は ､ 急速な不活化
が見られ ､ ペ ニ シリ ナ ー ゼに対する エ ビチエ ナマ イシ ンAの濃度比を多くする (1=24)
と数分のうちに完全な不活化が見られ ､ 以後次第に活性回復が観察され た o 尚 ､ エ
ビチエ ナマ イ シ ンAの 場合だけで なく ､ イ ミぺ ネムやチ土ナマ イシ ン の場合も24時間
後には完全な活性回復が見られ た ｡ この ような不括化酵素の 活性回復はFig･20 に見
られるよう に ､ イ ン ヒ ビタ ー がペ ニ シ リナ
ー ゼ によ っ て加水分解され ､ 反応蔽申か ら
完全に消失した 時に 開始する と推側された ｡ これ ら3化合物に対する ペ ニ シ リナ
ー
ゼのkcat 値をFig･20 から求めた ところ ､ チエ ナ マ イシ ン ;0･ 42､ イ ミ ぺネム ;
0･
62
､
エ ビチ エ ナ マ イ シ ンA ;348(1/min) で あ っ た o また 3化合物共に†ype lb ペ
ニ シリナ ー ゼ に対して 競合阻害を 示し ､ ベ ンジル ペ ニ シリ ンを基質と した Ki 値は チ
エナマ イシ ン ;3.3 ､ イ ミぺネム ;6. 1 ､ エ ビチエ ナマ イ シ ン A;0･ 89(LLH) で あ
っ た o 従 っ て ､ エ ビチエ ナマ イ シ ンAは これ らの中で は ､ Type lb ペニ シ リナ
ー ゼ
に対する最も強い 競合阻害剤で ある が ､ 最も加水分解速度が速く ､ 本番素 に対する良
好な基質で ある ｡ 一 方 ､ イ ミぺネムとチエ ナマ イ シン は加水分解され にくく ､ pr Og
‾
re s siv einhibito r と して作用する ｡ この 2化合物につ いて 阻害機構の詳細につ い
て更に検討した ｡
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(○/｡)
一o o
80
(
I
I
l
l
Jン
tコ1
⊂
⊂
丁6
∈
T≡
､ ー ⊂
ロ1 u
C >
.
I
_
a5
ロ ⊂
E .a)_
4)
_⊂
L -
6d
40
2
8
0
0
0
60
40
20
ヱ､ T6
> ⊂
'
i･B8
D
E竜6
訂24
⊂ ○
山 u
2
0
0
0
0
:0
0
l
I
l
I
I
I
I
l
ヽ
ヽ
ヽ
(A)
I
I
I
I
ヽ
ヽ
q
＼
ヽ
ヽ
ヽ
､
q
ヽ
ヽ
ヽ
1
､
cL
ー
､
(IB
＼
､ n
I
)
､
-
ー ¢
I
ヽ
I
～
-
I
､
ヽ
て+ -
～
ー
｢} ー
I
-
b - -
- 一
心 ー ■
ー
ー
q _
- -
(C)
3P 60 9 0 120 150 180 210 240
Prein cubQtio n tJ
'
m e(m 舌n)
FJ
'
g･ 20･ Effe ct of pr ein c ubatJ
'
o ntime with the thJ
･
e n a myc J
･
n s o nthe a ctivity
of type lbpe nic = in a s e. (A)1LLH of type lbpe niciJ =n a s e w as
incubated at 30℃ with (○)10JLH, (○)50LLH, (▲)250LLH o r
(△)500LLH J
'
mipe n e m;(B) (○)10LLM, (○)50LLH o r(▲)250 JLM
thie n a mycin;(C) (○)8 LLH, (○)12jLH o r(▲)24LLH eps t hJ
'
e n a-
mycin A･ The e nzym e a ctJ
'
vity r e m aining(s olid h
'
n e) wa s m e a s u r ed
byd =utio n m ethod. Co n c e ntr atio n sof the inta ct inhJ
'
bito r(dotted
h
'
n e) in the r e a ctio n mixtu r e w e re spectrophoto m etr J
'
c a=y m o nitor ed
- 48-
2)イミぺネム およびチ
エ ナマ イシ ンによる酵素阻害の速度定数
酵素阻害の動力学的観点か ら阻害 鯛 を解析す
る為に反応模式図を作成した(Fig1 2
1)o 木椀式国で は
一 時的に安定な酵素 - イ ン ヒ ビタ
ー 複合体[X] はア シル 化酵素 と
考えられる中間体､ [H] か ら分岐し
てい る o
X
E . Ⅰ5 E.Ihi
k比I E
1
. p
Fig. 21 . Poss
･
Ible minim a) sche m efo rthe pr ogr e ssiv einhibitio n of type lb
pe nici]1in a s eby imipe n e mand thie n a mycin･ E･ E
･ I a nd” a rethe
fr e e e nzym e,Micha elis c o mplex and acyトinte r m ediate, r e
SPeCtively･
x represe nts to the u n stable c o mple x･ P r epr ese nts th
e hydroJyz ed
produ ct of the thiena mycin sL
もし ､ この 阻害の動力学が提出 した模式図に従うならば ､ 模式図中の各速度定数は以
下に示す数学 的手法を用 いて求める こ とがで きる Q 模式図中の[I] ､ [E] ､ [E
･ Ⅰ]
､ 【H】 および【X] の 反応速度は反応進行中 ､ 次の微分式によ っ て表され る o
d【=】/dt-; - kl(E】【=] ＋ k- 1【E
･ =】
d【E]/dt = - kl【E=エ】 ＋ k- 1【E
･ エ】 ＋ k3【M】
d[E ･ =]/a t = kl[E][=]
- (k- 1 ＋ k2)[E
･ =]
d【H】/dt - k2【E
･ =] - (k3 ＋ k4)【H】 ＋ k - 4【Ⅹ】
d【Ⅹ】/dt - k4【H】
- k - 4【Ⅹ】
- 49-
く1)
く2)
(3)
(4)
(5)
(a) kc at の数式表現
先ず ､ イミ ぺネムおよびチエ ナ マ イ シン の酵素分解の初期反応速度は酵素の不活化
速度より十分に速く ､ それ ゆえ k 3 の値は k 4より はるか に大きい o 従
っ て酵素反
応の初期の段階において は ､ 酵素の初期モル 活性(k c at) を求める に
は【X] の生成
反応は無視して差支え なく ､ 次の式が弓偶 出来る [52〕 a
kc at ≡ k2 k3/(k2 . k3) (6)
(b)不活化画分【F] の数式表現
中間体[H] ､ か ら中間体[X] へ の分枝は当然反応液中の酵素活性を低下させ る ｡
過剰のチエ ナマ イ シ ンま たはイミ ぺネムの存在下で は ､ 見掛けの酵素活性が
一 定に見
ぇる定常状告が見られ た (Fig･ 20) o この 様な状藍で は ､ 中間体【X] の生成と分解
は平衡状態にある と考えられ る ｡ それ ゆえ ､ この状藍に於い て ､ 次の式を仮定する
ことが出来る ｡
a[E]/at = d[E ･ =]/dt = d[H]/at = d[x]/at = 0 (7)
また ､ 不活化画分[F] は後の ｢ 考察+で 述べ る様に中間体[X] と【M] の和で あり ､
次式で示される ｡
F = (【Ⅹ】 ＋ 【H】)/【Eo】
EO は全酵素活性を示 して い る ｡
(8)
過剰のイ ン ヒ ビタ ー [Ⅰ] が存在する様な条件下で は ､ 次式が誘導 され る (P暮63
Appe ndix 参照) ｡
1/F = I ＋ k3 k _ 4/k2 k4
- 50-
(9)
(c) kina ct の 数式表現
酵素不活化の 経時変化(Fig･22) は少なくとも二段階の不活化の過程を示唆する 二
相性で あ っ た ｡ 初期の速い不活化は恐ら く アシ ル化酵素(【H]
応する と考え られ ､ 5分以内に平衡に達 した ｡
100
( ヽ
○
､
○
ヽ ー
くコ1
⊂
●
■■ - ●
⊂
● -
c)
E 50
qJ
+
:i
U
【コ
qノ
∈
>ヽ
N
⊂
山
10
5 10 Z)
Tim e(min)
中間体) の生成に対
Fig. 22. Se mトloga rithmic p一ot bf initialina ctiv atio n oftype lbpe nト
ci H ina s eby inipe ne m a nd thie n a mycin. The data in Fig. 21(A)
and 21(B) we rereplotted. On eLLH peniciHin a s e w a sin c ubated
at 30℃ with(○)500LLH imipene m a nd(○)250LE”thie n amycin,
r e spe ctiv eJy.
ー 5 1-
ー
一 品鑑 三▲･r^J
この最初の ス テ ッ プ は引きつうき[H] 中間体から【X] 中間体へ 緩やか に変換する も
のと考えられる o こ の[X】 中間体は可逆的で ある が ､ 【M] 中間体よりも安定
な中間体
である ｡ この 様な仮定に従っ て ､ 第二 の ス テ ッ プで ある kin a ct-は次式
で表される o
d 【Ⅹ】/dt - k土n a ct 【Eo】 (1 0)
ィミぺネム とチエ ナ マ イ シン のそれ ぞれ の kina ct億 は実験結果か ら求められ ､
0･00
6(1/nin)および0･ 026(1′min)で あっ た o も し ､ [=] 中間体の生成と崩壊が平衡状藍
に達した時に ､ [X] 中間体が未だ無視で きる ならば ､ k i
'
n a ct値は次の 式で 示され る
(式の誘導はAppe ndix参照) 0
kin a ct
≡ k2k4/(k2 ＋ k3) (11)
(d) k - 4の算出
酵素活性の 回復速度定数(k re a ct) はFig･ 20 の実験結果か ら求め るこ とがで きる o
ィ ミぺネム とチエ ナ マ イシ ン の k r e a ctはそれぞれ0･ 009(m l
･
n
-1)および0･013(min
-1)
であっ た . 匝優 した酵素分子が[U] 中間体を経由せ ず ､ 直接【X】 中間体から派生
するこ とも考え られ るが ､ その場含もk r ea ct
一
は k -4 と等しくなる筈で ある o
(e) 速度定数､ k 2､ k 3､ k 4､ および k 5の算出式 の誘導
式(6) ､ (8) ､ (9) および (l l) か ら次の k 2､ k 3､ k 4を求める式が
誘導で きる ｡
k2
= kr e a ct kc at/(1/F - ･l)kinact (1 2)
k3 = k4 kc at/kin a ct (1 3)
k4 ≡ k2 k土n a ct/(k2
- kc at) (1 4)
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i､P＋^応 客.で4
414･.Yr′
Ks は次式で表される ｡
Ⅹs (= k- 1/kl) = Rm (o r Ri) (15)
以上の各式を用い てFig. 21 における速度定数を算出する こ とがで き ､ これらの算出
値をTable. 8 に示 した ｡ .
Tab一e 8. Ca一c ulated rate c o n sta nts fo rthe.c o nlPute r
- a s sisted sim ulation
Rate c onstants
a
lmipene m Thiena mycin
Ki (〃M)
b
k2 (min
-1
)
k3 (m舌n
-1)
k 4(min
-1)
k -4(min
-i)
6.1 3.3
0
.
82 0. 79
2.58 0. 90
0.025 0.056
0.009 0. 013
a
The r ate c o n sla nTs a r etho se fo rthe m 1
･
nim al s che m ein Fig. 22.
b
Ks (=k-1/kl)≡ Ki
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3)コ ンピ ュ ー タ を用 い た 阻害横構のシ ミ ュ レ
ー シ ョ ン
チエ ナマ イシ ン類縁化合物によるType lb ペニ シリナ
ー ゼ のp｢ ogr e S Siv einhibit ト
o nの阻害経路を示す模式図(Fig･21) の妥当性をTable ･8 に示 し た速度定数を用い
て ､
Ru nge-Kutta
-G =の積分式変法[53] により確認 した o この反応経路模式図から誘
導した速度式の 数学的解析に は ､ =ITAC ”
-180コ ンピ ュ ー タ ー を用 い て開発され ､ パ
_ ソナル コ ン ピ ュ
ー タニNEC PC9801 にて使用で きるよう に舌苔えられたY‖S-1 と名付
けられたプ ロ グラムを使用 した[54] 0
酵素に対する イ ン ヒ ビタ ー の濃度比を種々 に変化させ た時の戎存酵素活性の計劉直
と実測値を比較した o Fig･ 23 に示 した 通り計算値は実測値 とよく
一 致した o
そして ､ [M】 ､ 【X] ､ [P] ､ [Ⅰ] ､ の全て の中間体を同時に計算する こ とがで き ､
基質 ､ [Ⅰ] の加水分解曲線もまた計算値は実験誤差範囲内で実測値とよく
一 致した
(Fig.24)｡
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the e nzym eactivity rem aining(symbo一s),obtained fr o mFig･ 21･
The rate co n sta nts u ed fo rthe c a暮c u]atio n a r eIistedin Tab一e 8.
The initial e nzyme c o n c e ntratio nwa s1 FLH･ The initial I
'
nhibito r
co nc entratio n s w er a sfo]lo 甘S:(A), (口)10LLH. (舟)50LLM,
(○)250JJHI (●)100LLH;(a), 佃)10fLH, (□)50LLH, (○)
250LLH.
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VII. 考察
1) 地 のセ フ ァ ロ ス ポリナ
- ゼ阻害機構につ いて
本実験に用い た三種の β - ラクタマ
ー ゼ ､ c. fr e u ndiiセ フ ァ ロ ス ポリ ナ ー ゼ ､ P. v u
-
1旦旦山 セ フ ァ ロ ス ポリナ
- ゼ ､ およびIb型ペ ニ シ リナ
ー ゼ はいずれ もイ ミぺ ネムによ
っ て競合的に活性阻害 を受け ､ K = 直はそれ ぞ れ1･9 ､ 0･59および6･ 1 〃H であっ た o
またイ ミぺネム は 地 セ フ ァ ロ ス ポリナ - ゼ とIb型ペ ニ シ リナ
- ゼ に対して
は時間の経過 ととも に酵素を不活化するpr ogr e S Siv einhibito r[55] の 性質を示 した o
しか し ､ C. freu ndiiセ フ ァ ロ スポリ ナ
ー ゼ に対して は ､ ほ とんどprogr e s Siv einh 卜
bitio nを示さなか っ た ｡ Richm o ndはイ ミぺネ ムはEnte ｢oba cte ｢ clo a ca eやBa cte ｢
oide s fragilisのβ - ラクタマ - ゼに対して強力な不可逆的阻害剤で ある と報告し
ている [43] E. c】o a c a eの産生する菌種特異的セ フ ァ ロ ス ポリナ
ー ゼ はグラム陰
性菌の産生する典型的セ フ ァ ロ ス ポリナ - ゼで あり ､ c.fre u ndii のセ ファ ロ ス ポリナ
- ゼと 基質特異性 ､ 蛋白化学的性質で 極めて高い頬似性が知られ てい る [38] o
これらの相反する結果 につ い て の理由は明らかで ないが ､
一 つ の可能性と して ､ Rich-
mo ndの観察した不可逆的阻害は反応液中の未分解イ ミぺ ネムによる こ と が考えられる o
本実験で はイ ミ ぺネ ムによっ て不括化され た酵素試料中のβ
- ラクタ マ - ゼ戎存活
性は良好な基質で ある セ フ ァ ロ チンやベ ンジル ペ ニ シ リ ンの反応液中で 測定 したが ､
これらの基質溶液中で酵素反応速度が最高速度に達するまで に
一 分程度のIag tim e亦
観察された ｡ 最初の 遅い反応速度は不安定なβ - ラ クタ マ
ー ゼ ･ イ ミ ぺネム癒合体 ､
恐らく アシ ル 化中間体 ､ の解離によるもの と思わ れる o Richm o nd の測定条件で は ､
不安定な中間体が十分に解改してい ず ､ 不活性画分と して観察された 可能性も考えら
れる ｡
カルバ ぺネム系抗生物質のオリJミン酸(oliv a nic a cid) とTEM
-2 ペニ シ リナ - ゼ ､
同じくカルバ ぺネム系抗生物質のPS-5 とP. v u]ga risセ フ ァ ロ スポリナ
- ゼ ､ に於ける
__ _ _ ㌦
‾
動力学的研究で は ､ 反応系か らinta ct の阻害剤 (カルバぺ ネム系抗生物質) が加水分
解により消失と共に ､ 酵素活性が完全 に回復する こ とが報告されて い る [51､ 57] o
しか し ､ 本研究で 明らか にさ れた様にイ ミぺ ネム によりP. v ulga ｢isセ フ ァ ロ スポリ
ナ - ゼ は不可逆的阻害を受けた(Fig. 14C)o この結果は ､ イ ミ ぺネム による酵素不
- 57-
‥
- 凡 慣 x▲ T-,-
酎ヒ後､ ゲル ろ 過に より過剰のfr e eのイ ミ ぺネムを取 除い た時 ､ 不括化酵素は
一 次反
応に従い 活性回復する が ､ 完全 には 回復しなか っ た ことか らも再確認 された(Fig･17)o
上述した 結果 に基づ い て ､ イ ミぺネムによるP. v ulga risセ フ ァ ロ ス ポリ ナ
- ゼ 阻害
機構につ いて二 つ の予想されうるs chem eを提出した(Fig･ 25)｡ 即ち ､ 不活化プ ロ セ
スのうちに可逆的【X] および非可逆的【Y] イミ ぺネム ･ β
- ラクタ マ - ゼ複合体が生
成される o Fig･25 に示 した模式図 A ､ B の違い は[Y] がA で は[X] か ら ､ またB
では【H] から生成され る事を想定して い る点で ある ｡ も し[Y] が[M] か ら直接生成
Y
I
E･ Ⅰ苛 = =≧ E･Ⅰ - - - 上 M ⊥ ゝ E ･ P
+
X
(scheme A )
E 十 Ⅰ〒 = =≧ E･ ト ー
ー ー ゝ 一 ニゝ E ＋ P
X - - - ゝ Y
( schem eB )
Fig. 25. Po s
4
ible minimal s che me sfo rthe in a ctiv atio n of the P. vulgaris
c ephalo spo rina s eby imipe nem･ E
･ I is the Hicha elis c o mplex･
H is the acyトinte r m ediate. X and Y c o r r e spond to the un stable
c o mple x a ndirre v e r sible co mple x,re spe ctiv ely･ ド r epresents
hydrQ]yz ed imipe ne m.
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されるならばクラ ブラン酸の場合に見られ た様に ､ Fig･ 18 におい て初期の急激な失括
が観察さ れる はずで ある が ､ イ ミぺネムの 場合 ､ [X] の生成速度に比べ て 川
の生成
速度が非常に遅 い ため ､ [Y] がどの中間体から生成され るか 決定する の は困難で あ
つ
た｡
クラブラン蔽やペ ニ シ ラン蔽ス ル フ ォ ン は競合阻害剤で ある と同時に自殺基質型イ
ンヒビタ ー という ユ ニ
ー クな阻害メ カ ニ ズムを持つ β - ラクタ ムイ ン ヒ ビタ
ー で ある
が, それ自体抗菌活性は持たない ｡ イ ミぺネム はク ラブラン酸やペ ニ シラ ン酸ス ル
フ ォン と同様 ､ 強力なβ - ラクタ マ
ー ゼ阻害剤で ある と共に高 い抗菌活性を持つ た め ､
β - ラクタ マ - ゼ産生耐性菌には より優れたβ
- ラクタ ム剤 と考え られ る o
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2)Type lb ペニ シリナ
- ゼ阻害機構につ いて
Type lb ペニ シ リナ
ー ゼ くT ひ卜2 ペニ シ リナ - ゼ) は伝達性R プラス ミ ドにより支
配されるペ ニ シリナ
ー ゼで あり ､ 緑膿菌を含むグラ ム陰性梓薗種 に広く分布してい る
[1] o こ のペ ニ シリナ
ー ゼ はイ ミぺ ネムやチエ ナマ イシ ン によ っ てPrOgr eSSiv einh 卜
bitionを受けた o しか し過剰の イン ヒ ビタ
- を加えても最高不活化率が 一 定となる
平衡化現象が見られ ､ また ､ イミ ぺネムとチエ ナマ イ シ ンで は過剰の イ ン ヒ ビタ
ー 存
在下で の最高不括化率に差が見られた ｡ この様なイ ミ ぺネム とチ エ ナ マ イ シ ン との
平衡現象や最高不活化率の差は以下 のよう に説明で き よう o 即ち ､ 我々 の 提示 した横
国に基づ い た計算結果は イ ミぺネムやチ エ ナ マ イ シ ン による 不活化の 程度に限度があ
ることを示 した . それ は k 2 と k3 の比に依存してい る o Table 8 に示 した様に ,
ィミぺネム の k 3 の値は k 2より大きい ｡ 恐らくアシ ル中間体[H] か らの活性型酵
素の速い遊離が最大不活化率50% の平衡状悪 を保持する 原因と思わ れ る o 完全不括
化はk 2値がk 3値より大きい場合に得られ る o
､
チエ ナマ イシ ン の場合の k2 値は
k3値とほ ぼ同 じで あり ､ 恐らく ､ これ が最高不活化率の 平衡点を80% まで高める原
因と考えられ る ｡
一 時的な不活化複合体[X] がアシル 中間体を経る こ となく ､ 直接分解する経路(汁
g.26) もまた本実験の 結果 と矛盾しない o 層出され た二 つ の反応経路は生成物P
ノ
也 - E 十 P
･
X
41k
E ･ Ⅰ替 E･Ⅰ 虹 M 虹 E ＋ P
l
Fig. 26. Alte rn ativ epossiv epathw ay fo rina ctiv atio n of ty pe lbpe nic 川 卜
n a s eby imipe n e m a nd thiena mycin･ P
′
repr e s e nts the pr odu ct
obtain ed o ndir e ct de c o mpo sitio n of X.
- 6 0-
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が検出され ない 限り動力学的に識別する こ と はで きない o 後者
の 反応経路 (Fig･26)
の場合は ､ [X] 中間体の分解速度 ､ k 5 は k
-4< くk 3の条件下 におい て ､ 前者の反応
経路(Fig･ 22) の k
- 4と 一 致する o 下式の 様に
kr e a ct = k5
I k3k - 4/(k3＋k- 4) -
- k ～ 4
中間体[M] の[E] へ の崩壊速度は 大きい k 3値から明らか な様に速 い反応で ある o
従 っ て ､ 州 の大部分は著者の用い たd ‖utio n as s ay で は遊離酵素と して 検出され
ることが予想され る ｡ しか し ､ コ ン ピ ュ
ー タ ー による酵素活性の計算値は中間体､
【H] を不活性型画分[F] と見なした時の み実測値とよく
一 致した o この 一 見矛盾し
た現象は ､ 酵素と阻害剤分子が解離した後も ､ 酵素は直ちに活性を回復しない為と推
測される . この様な現象はTEH-1 ペ ニ シ リナ ー ゼ とセ フ ォ キシチン の組合わせ に対し
てCitri 等が報告して い る [59] o また ､ D ‖utio n a s s ayに於 いて 観察され たおよそ
1分の]ag tim eはMicha elis c o mple x ､ [E ･ I]の崩壊による もの と考えられ る Q エ
ビチエ ナ マ イシ ン Aの 阻害のパ タ :/ はイ ミぺ ネムやチエ ナ マ イシ ン と異なっ てい た o
エ ビチ エ ナマ イ シ ン Aの急速な分解はCha r n a s等[53] が報告して い る エ ビチエ ナ
マイシ ンB (MM22382)の 現象 と類似して い る o エ ビチ エ ナマ イ シ ンA と他の 2化合
物の間q)ペ ニ シ リナ - ゼ に対する感受性の違い は恐らく C
-6 ､ C-8 位の立体配位の
差による もの と思わ れ る ｡ 更に ､ Cha rn a s等[53] は エ ビチエ ナマ イ シ ンBによる
TE‥-1 ペニ シ リナ ー ゼ活性の 阻害は単 一 反応で は ない と述べ て い る ｡ その理由とし
て不活化反応は エ ビチ エ ナマ イシ ンBの濃度や調製後の保存時問に依存し ､ β
- ラ ク
タム環の加水分解を意味する304n m の吸収が消失してか らも不活化が進行する ことを
ぁげて い る D 我々もチエ ナ マ イシ ンA におい てβ - ラクタム環の加水分解後(299n
m 吸収に て測定) の活性回復開始まで に遅延を認めた o 戎存活性をシ ミ ュ レ
ー シ ョ
ンする こ とを試み た が ､ 実測値 にうまく 一 致しなか っ た ｡ イ ミぺネ ムやチエ ナマ イ
シンの場合と異なる より複雑な反応経路と思わ れ る ｡
第二章で 得られ た 研究結果は ペ ニ シリナ ー ゼ とチエ ナマ イ シ ン誘導体の相互作用を
明らか に した ばかりで なく ､ β - ラクタマ
- ゼ とprogr e s siv einhibito rとの 相互作
用の解析に おける コ ン ピ ュ ー タ ー シ ミ ュ レ ー シ ョ ン法の 有用性を明ら 釧こ した と考え
る ｡
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vI‖. 要約
ィミぺネムによるβ
- ラクタ マ ー ゼ阻害機構につ いてC.fr e u ndii､ P. v ulga risの染
色体性セ フ ァ ロ スポリナ
- ゼ ､ およびR因子支配Type Ib ペ ニ シリナ
- ゼを用い て 検
討した ｡ イ ミ ぺネム はC.fr e u ndiiのセ フ ァ ロス ポリナ
ー ゼ に対して は競合阻害剤と
して作用_したが ､ 旦こ 地 の セ フ ァ
ロ ス ポリナ ー ゼおよびType lb ペニ シ リナ
- ゼ
に対して は競合阻害の みならずpr ogre s Siv einhibitio n(tim edepe
nde nt inhibi ト
io n)の阻害形式を示すこ とを明らか に した o
イミぺ ネム によりp｢og｢ e s Siv einhibito nを受けたP v ulga risセ フ ァ ロ ス ポリナ
ー
ゼはイ ミぺネム が反応液中か ら加水分解により消失しても完全に 元の活性水準まで 回
復しなか っ た o 酵素 一 分子が完全 に不活化され るまで に必要なイ ミ ぺネム分子は
110(tu rn o v e r n u mbe r)で あっ た ｡ 即ち ､ イ ミぺ ネムは本酵素 に対 して自殺基質
(suicide inactiv ato r)と して 作用する o 実験結果に基づ き ､ 不活化反応の模式図を
提出した o
Type lb ペニ シ リナ ー ゼに対 して はイ ミ ぺネムだ けでなくその親化合物で あるチエ
ナマ イシ ンもprogr e s sive inhibitio nを示 した o ∴両化合物で 異なる点は過剰の 阻害
剤存在下 におい て ､ 最大不括化率がイ ミぺ ネムは50%チエ ナマ イ シ ン は80% で平衡状
態に到達する こ とで あ っ た ｡ 提出した阻害反応径路の各速度定数を用 いた コ ンビ ュ
丁 タ - シ ミ ュ レ ー シ ョ ン により平衡化現象と最高不括化率の差 の原因 につ い て明らか
にする こ とがで きた ｡
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Ap pe nd ix
The de riv atio n of Eqn s (9) a nd (l l) in the te xt wa s pe rfo r med as fol lo w s.
望望J弘
d【E】/dt 土 d【E ･エ】/dt 王= ･d【叫/d t = d【出】/d t = 0 (i).
subst ituing t he s et of d i f fe r e ntial
Eqn . (1)
- the n s olv ed fo r 【X】′ 【E ･ エ】
【x】 ≡ k4[M]/k_ 4
【E ･=】 i: k3【H]/k2
rE】 ≡ (k_ 1 ＋ k2) k3【H]/kl k2【I]
Eqn s. (i)- (5) in the te xt into
a nd 【E〕′ v e obtain ;
(2)I
(3)I
(4)I
To tal e n2:ym e 【Eo】 in t he re a ct ion mix ture is giv e n by=
【玉o】 岩 E ＋ 【ヱ
･エ】 ＋ 【叫 ＋ 【X】 (5)-
Substitut ing Eqn s. (2) し (4)
1 into Eqn . (5)
I
, w e ob tain :
【M】/【Eo】 = kl k2 k- 4 【=】/ik3
1
k
- 4 (k- 1 ＋ k2) ＋ k1 (k2 k- 4 ＋ k2 k4
ナ k3 kI 4) 【=]) ( 6)●
Subs ti tuting Eqn . (6)
. into Eqn . (2)I , ve obtain=
【x】′【Eo] - kl k2 k4 【=】/‡k3 k- 4 (k- 1 ' k2) ＋ k1 (k2 良- 4 ＋ k2 k4
＋ k3 k_ 4)[=]) (7)I
using Eqns . (6)I and (7)I the in a ctiv e fr a ct ion at the steady sta te in
t he pre s e n c e of ･ e父c esS . 【=] c a nbe e xpr es s ed a s- fo1 1o ws=
F 呂 1 im (【X】 ＋ 【M】)/fEo】
1･十 ●○
- I
L三聖【kl k2 k4/(k3 k- 4 (k- 1 ' k - 2)/【I]
十 k1 (k2 k- 4 ＋ k2 k4 ＋
k3 k- bl' kl k2 k- 4′(k3 k4 (k- 1 ' k4)/【=】 ＋ kl (k2 k- 4 ＋
k2 k4 ･ k3 k- 4) 】
- 1/tl ･ k3 k - 4/k2 (k4 ･ k- 4)
on the a s sumptio n of k4 >> k- 4:
z/F z= i ＋ k3 k- 4/k2 k4
馳 ich give s Eqn. (9)
- -6 3-
(8)
l
(9)l
里空 迎
At the e nd of the ini t ial in ac tivatio n pha se, t he following c o nd i t ions
a re re a ched:
d【E ･ I]/dヒ = d【M】/d ヒ 三 0 (1 0)' , 【x】 ≡ 0 (l l)I
s ubst it ut ing t he s et of dif fere nt ial r ate equ a tio n s in the text into
Eqn.(1 O)
J
,
and s olv ed for 【E ･I】 a nd 【出】 co nsi de ring ∑qn . (l l)- :
【ヱ ･=】 = k1 【E]【=】/(k- i ＋ k2) (1 2)
'
]
【H】 = k2 【E ･=】/(k3 ＋ k4) = kl k2 【E】【I]/(k3 ＋ k4)(k _ i ＋ k2) (13)
I
Under t he cond i t io n s of Eqn･(l l)
-
I 【Eo】 is expre s s ed as fol lo w s:
【Eo】 〒 【E】 ＋ 【E
･I】 ＋ 【Z4] =4)-
叫 n. (1 4)
I
ca n be rev ri t ヒe n by s ubst ituヒing Eqns .(1 2)- a nd (1 3)-:
【M】/【Eo】 - kl k2 [=]/i(k_ 1 ＋ k2)(k3 十 k4) ･ kl (k2 ･ k3 ･ k4)【I】)(1 5)I
1 im 【M】/【Eo】 王 k2/(k2 ＋ k3 ＋ k4)
1. ＋ 仲
Therefo re′ d【X】/d ヒ aヒ the pr e - ste ady sヒate is e xpr e s ed by:
dfx】/dヒ 王 k4 【H] = k2 k4 【Eo】/(k2 ＋ k3)
co mpa ring Eqn .(1 7)
I a nd 王:qn.(1 0) in t he text, ve ca n ob ヒain:
kinacヒ
巳 k2 k4/(k2 ＋ k3)
w h ich is i de nt ic al vitb Eqn .(l l) in t he text.
ー 6 4-
(1 6)I
(1 7)I
(1 8)I
第 三 章 グ ラ ム 陰性棺 菌 外 膜透 過 性
I. 緒言
β - ラクタム抗生物質が抗菌力を発揮する た めに は1)β
- ラ クタ マ ー ゼ に対して 安
定である こと ､ 2) 標的草白で ある細胞壁合成酵素群 (Pe nic = in
-binding pr otein s)
に対して親和性を有する こ と ､ 3)グラム陰性梓菌の場合 ､ 細菌の外膜を容易に透過す
ること ､ の3点が重要な要素で ある こ と はすで に
｢l･!3べた o 本章で は イ ミぺネム のグ
ラム陰性梓菌外膜透過性につ い て の検討結果を述べる ｡
細菌細胞表層の膜構造姓大きくわ けてβ
- ラクタム系抗生物質の作用標的がある内
膜､ 歯形態を維持する為に必要なペプチドグリカ ン ､ およびグラム陰性菌で は外膜と
呼ばれ るリン脂質とリ ボ多糖 (LPS)か らなる膜が存在 し ､ OmpF､ OmpC､ OmpAなどのpo
-
rin 孔と呼ば れ る透過孔が観込まれ てい る (Fig. 27) [2 ､ 59] o
一 方 ､ グラム陽
性菌で は陰性菌に比べ厚い ペプ チドグリカ ン層を持ち ､ 表層 は陽性菌特有のタイ コ イ
ン酸で 覆わ れ て い る o β - ラクタ マ ー ゼ はグラ ム陰性菌の場合 ､ 菌体内で合成さ れ
た酵素蛋白は内膜外へ 分泌され ､ 内膜と外膜の 問にあるベ リプラ ズム空間に局在する o
細胞望
戯頒
透過7L
J ■ ▲ ■
～
- 質頂〈
地 質
Fig. 27. グラム陰性菌細胞表層模式図
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グラム陽性菌で はβ
- ラクタ マ - ゼは菌体外に放出さ れ菌体外酵素 となる 8 本来 ､
グラム陰性菌の 外膜の役割は腸内細菌に見られ る よう
に ､ 腸内の 胆汁酸の様な有害物
質に対する防御桜構の
一 つ と考え られ る が ､ 多くの抗菌剤に対して も透過障壁 として
働いてい る o 従 っ て ､ 外膜を効率よく透過で きる か どうか は ､ その 抗菌剤の抗菌活
性を左右する重要な要素となる o
抗菌剤の細菌外膜透過性を評価する方法は ､ 古くはLeiv e [60]が考案した
EDTA
(ethy)enedia min etetra a c etic a cid)による外膜障害効果を利用 して ､ 抗菌剤との相
乗効果から推測する 相対的な評衝方法がある o β
- ラクタ ム抗生物質の外膜透過 を
より定量的に評価する 方法と して は ､ Sa w ai 等 [61]やZim m e ｢m a n等[62] が考案 し
た方法が知られ て い る o これ はペリプラ ズム内のβ
- ラ クタ マ - ゼ による β - ラク
タム剤の加水分解速度の酵素動力学的処理 に基づ い た もので ある Q しか しながら ､
本法はイ ミぺネ ムの 様なβ - ラクタ マ
ー ゼ に安定なβ - ラクタム剤に は適用で きない o
そこで ､ 本章で はβ - ラクタ マ - ゼ に安定なイ ミ.J{ネムの グラム陰性外膜透過性を ､
E. c oli､ E. clo a c a e､ 及びC.fr e u ndii の生菌体を用い て次の様な方法により測定する
ことを試み た o 測定方法の原理はイ ミぺ ネムがβ
- ラクタ マ ー ゼの 強力なco mpetit-
iv einhibito rで ある ことを利用 して いる o 即ち ､ ペリプラズ ム内で進行するβ
-
ラクタマ ー ゼ反応に対するイ ミぺ ネムの 阻害効果から ､ 外膜を透過 して ペリプラズム
ヘ到達したイ ミ ぺネ ム濃度を推測するもので ある ｡
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ⅠⅠ′. 実験材料および方法
1)使用抗生物質
β - ラクタマ
ー ゼに安定なβ - ラクタム系抗生物質と して イ ミぺ ネム ､ チエ ナマ イ シ
ン(Me r ck Sharp良 Dohne Re s e a rch Labo r ato rie s)､ ラタモ キセ フ (塩野義製薬)
,
セフ ォ キシチン (万有製薬) ､ ク ロ キサ シ リ ン (Sigm aChe mic al) を用
い た o
酵素反応測定の 為の基質と して セ フ ァ ロ リヂ ン ( 鳥居薬品) を使用
した o
2)使用菌株
構成的セ ファ ロ ス ポリ ナ - ゼ産生株 E. c o]i 255､ E. clo a c a e363 C. fr e u ndii GN3
46[45] ､ 及び これ らの株を親株とする セ フ ァ ロ ス ポリナ
ー ゼ産生 の著しく低下 した
変異株､ E. c oli255/ト7､ E. cJo a c a e363/1 ､ C. fre u ndii GN346/16[46]を用 いた o
3)Ethyle n ediamin etetr a a c etic acid(EDTA) 存在下で のHIC 測定
EDTAは外膜に含まれLPS の結合に関与する 2 価の陽イ オン ､ 主 と してMg､ をキ レ
ー
トする こ と により外膜の撰能を破壊し外膜の透過障害効果を滅弱 せ しめる こ とが知ら
れて いる [60] ｡ 従 っ てEDTA存在下でMIC値を測定する と外膜透過性の低い薬剤ほ
どEDTA非存在下で のHIC値と差が大きくなる と考えられ る o β
- ラクタム剤のMIC
をs ubinhibito ry c on c e ntratio n (1/2 MIC)のEDTAの存在下また は非存在下でTrypt 卜
c a s e s oy br oth(BBL) を用いて測定した ｡ 被験菌はβ
- ラクタ マ ー ゼ産生によるM ト
c 値へ の影響を除外する為に ､ β - ラクタ マ
- ゼ をほ とんど産生 しない 株を用い た o
接種菌 はTryptic a s e soy brothにて ､ 37℃ ､
一 夜培養後 ､ 同培地 にて100倍希釈 し ､
2 倍希釈系列の薬剤を含む同培地の1･OmI に20LL] ずつ 接種した (最終接種商量 ;10
5
･ c ells/ml) ｡ MIC の判定は37℃ ､ 一 夜培養後 ､ 濁度の認められ なか っ た最少薬刺
濃度をHIC とした｡
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4)β- ラクタ マ
ー ゼ阻害反応を利用 した外膜透過性の測定
菌はhe a rt infu sio nbroth( 栄研化学)100m】 に て培養 し ､ 対数増殖期の菌体を遠
心により集菌 した o 菌培養液と同量のPho sphate buffe r ed s alin e ､ p
‖7･ 0(PBS)
で菌体を2 回洗浄後 ､ 即BS20mlに菌体を懸濁 した o 遠心分離操作は20℃ ､ 5
000rp -
m ､ 10分とした . 菌懸濁液は2 分し ､
一 方は超菖彼処理 (Bra n s o n s O nifie r) し ､
菌体破砕液と した . 他方は無処置生菌懸濁液(inta ct c ell) と して用
い ､ 調製後2
時間以内に実験 に供した ｡
酵素阻害反応は狙酵素溶液と して菌懸濁液､ また は菌体破砕液;0･ lmJ ､ 基質とし
て500LLMの セ フ ァ ロ リヂン ;0･1m] (最終濃度;50LtH)､ 阻害剤と して種々 の濃度
のβ - ラクタ マ - ゼ に安定なβ
- ラクタ ム抗生物質;0･1mI ､ そ してPBS;0･ 7mI を
加え ､ 最終量1.Oml と したo 反応は30℃ ､ 10分間イ ンキ ュ べ
一 卜後 ､ ミク ロ ヨ ー ド
法[63] によりセ フ ァ ロ リヂン分解量を測定した ｡ こ こで 使用 した セ ファ ロ リヂン
はグラム陰性菌 の外膜透過性が優れ てい る こ とが知られて おり ､ 本実験 に用いた セ フ
ァ ロ ス ポリナ ー ゼ の良好な基質で ある [64] ｡ 阻害活性 は2 種の 酵素試料 ､ 即ち ､
菌懸濁液と菌体破砕液を用 いて それぞれの場合における50%阻害濃度を求めた ｡ β
- ラクタマ ー ゼに 安定なβ - ラクタム抗生物質の外膜透過性を表すパ ラメ
ー タ ー と し
て ､ 菌懸濁液 ､ 菌体波破砕液の それぞれの 場合に得られ た50%阻害濃度の比を用い た ｡
尚 ､ 生菌を用 いて50%阻害濃度を測定する場合 ､ 操作中のβ - ラクタ マ
- ゼの菌体
外へ の漏出を考慮 し ､ 次式を用い て補正 した ｡
A - (Esup ･ I50･ dis r Eint ･ B) / (Esup ＋ Eint)
A ;生菌体を用 い た 時の50%阻害濃度
B ; 同補正値
Es up ;遠心上清酵素活性
Eint ;生菌体を用い た時の酵素活性
Ⅰ50･ dis r;菌体破砕液を用いた時の50Ⅹ阻害濃度
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5)セフ ァ ロ リヂン の外膜透過係数(C) の測定
セフ ァ ロ リヂン の外膜透過係数(C) はYanlagu Chiet aI. の方法[65] に準 じて 求
めた ｡ こ の方法は グラ ム陰性薗外膜を透過 し ､ ペリプラズム に到達 した セ フ ァ ロ リ
ヂンがβ - ラクタ マ ー ゼ の良好な基質となる こ とを利用 して いる o 透過係数(C)
はβ - ラクタム剤の外膜透過性を 表すパ ラメ ー タ ー で あり次式 により計算する こ とが
できる ｡
Si - (Vi / Vd ) ･ [Km ･ So / (Km ＋ So - So (Vi / Vd ) )
C - (1 /(So - S]
'
) )･ (Vm a x ･ Si / (Km ＋ Si ) )
× 1 /mg of dry w eight
Vi ;生菌体を用い た 時の基質の加水分解速度
一
Vd ;菌体破砕蔽を用 いた時の基質の加水分解速度
Si ;ペ リプラ ズム内の基質濃度
So ;反応蔽中の 基質濃度
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ⅠⅠⅠ.EDTAの外膜透過 に及ぼ す影響
Table 9 にβ - ラクタ マ ー ゼ産生の著しく低下 した変異株のEDTA存在また は非存荏
下での5種のβ
- ラクタ ム抗生物質に対する感受性を示す . ク ロ キサ シ リン は全て
の被験菌殊に対して ､ 著しく高いMIC 値を示 したが ､ EDTÅを培地中 に加え る こ とによ
っ て ､ そのMIC値は大きく 減少した ｡ 一 方､ 他の薬剤のMIC値 はEDTA の添加によ っ
て受ける影響 は僅かで あり ､ セ フ ォ キシ チンのC. fre u ndii に対する場合を除い て ､ こ
れらの化合物は良好な外膜透過性を持つ こ とを示唆して いる ｡ しか し ､ 本法で は定
量的な把握がで きない の で ､ ク 口 キサ シ リ ン以外の薬剤の外膜透過性の 優劣の比較は
困難で ある o
IV. β - ラクタ マ - ゼ阻害作用を利用した外膜透過性の測定
本実験に使用 したβ - ラ クタ マ ー ゼに安定なβ - ラクタム剤 (イ ン ヒ ビタ
ー ) はい
ずれも3 薗種の産生するβ - ラクタ マ ー ゼ (セ フ ァ ロ ス ポリ ナ - ゼ) 活性を阻害 した
(Tab一e 10) o こ れ らの酵素は菌体破砕液の状態で は ､ ラタモキセ フ ､ タ ロ キサ シ
リンを始め ､ 他の 阻害剤に対して 極めて 強い 感受性を 示 し七 ｡ 菌体破砕液を酵素源
とした場合の 阻害剤の Ⅰ(50 ･ dis r upted) (B) は生菌体を用い た時の Ⅰ(50 ･ inta
-
ct)(A) に比べ て低い が ､ (A)/(B) 比は薬剤により大きく異な っ た ｡ (A)/(B) 比が
最も大きい の はク ロキサ シリ ンで あっ た ｡ この 結果 は先のEDTA添加実験の観察結果
とよく 一 致し ､ ク ロ キサ シ リンの グラ ム陰性薗 に対する低い抗菌力が低い外膜透過性
に原因する こ と を示 して いる o
イ ミ ぺネム とチエ ナマ イシ ンの(A)/(B) 比は他の薬剤の場合より小さく ､ これらの
カル バ ぺネムは ラタモ キセ フやセフ ォ キシチン の2 種のセ フ ァ ロ ス ポリ ン よりも外膜
をより効率よく透過 して い るこ とが示唆され た ｡ イ ミぺネムに於ける チエ ナマ イ シ
ンのC-2 位 へ のN-fo r minidoyI 茎の導入は殆 ど外膜透過性に影響を与え なか っ た が ､
イミ ぺネムの抗菌活性は この化学修飾によ っ て 幾分増強された という報告がなさ れて
い る [36] (Table 9)o 菌種闇の(A)/(a) 比の比較からC. fre undiiはβ
- ラクタム
系抗生物質に対して最 も高い透過障壁を有する と推測され る ｡ セ フ ァ ロ リヂンの外
膜透過係数 ､ C (I ･min
-1
･ mg
-1
)を常法によ っ て測定する と 辿 山､
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C.fre u ndiで は ､ それぞ れ1･76xlO
-3
､ 5･ 83xlO
-4
､
5･54xlO
-4
で あり ､ 本法で はf=
cloac a e c.fre u ndiiがE. c oli に比べ て セ フ ァ ロ リヂン の外膜透過性が低い結果を得
た ｡ この結果は セ フ ァ ロ リヂ ンを 剛 ､た時の 透過係数で ある が ､
O aC ae ､
一 ■■- - ■一 - -
- - ■-
E. c o= に比べE. c ト
c.fre u ndii の外膜はβ - ラクタム別に対して高い透過障壁 を持つ もの と思わ
れる ｡ しか し ､ Table lO で示 した(A)/(B) 比の異なる菌種問の 直接の比較は出来な
い ｡ そ の比はそれ ぞれ の セ フ ァ ロ ス ポリナ
- ゼ の性質及びペ リプラ ズム内に到達 し
た基質セ フ ァ ロ リヂ ン の濃度によ っ て影響を受ける と考えられ る ｡
最近､ Yo shim u ra等 [66] はイ ミ ぺネム ､ セ フ ォ キシ チン ､ ラタモ キセ フを 含む種
々のβ - ラクタム系抗生物質のL辿 _し OmpF po rin 孔拡散速度を ､ 人=的再構成膜
I
を用いたIipo s o m e s w e川 ng a s s ay [67]で 測定した o 彼等の報告で はイ ミぺネム
の拡散速度は セ フ ォ キシ チン ､ ラタモ キセ フ の およそ5 倍から6 倍高 い Q 彼等の報
告と我々 の結果を基 に考察 して み る と ､ イ ミ ぺネ ムはE. c olば けで は なく広く グラム
陰性腸内細菌種のpo rin 孔を介する高い 外膜透過性を有する と推測され る o この様
なイ ミぺネ ムの特徴は こ の薬剤U)持つ 高い 抗菌力 ､ 緑膿菌を含む広範囲抗菌ス ペクト
ラムに寄与して い る もの と考えられ る ｡
他方 ､ Table lO で はラタモ キセ フはセ フ ォ キシチンよりも高い 外厳選過性を示した
が ､ Yo shim u ra等 [66] のOmpF po rin 孔で の透過実験で は これら 2 薬剤問に は殆ど
差がない と報告され て い る o 用 いた実験系 ､ 即ち再構成膜と生菌体外膜の差 と思わ
れる ｡
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v. 要約
イミぺ ネムを含むβ - ラクタ マ
ー ゼ に安定なβ - ラ クタ ム系抗生物質のグラム陰性
薗の外膜透過性を 辿 u､ C. fre u nd
'
Li､ E. c)o a c a eの生菌体 を用い て比較検討した o
被験菌は構成的にセ フ ァ ロ ス ポリナ
ー ゼをペ リ プラズム内に産生する ｡ β - ラク
タマ ー ゼ に安定なイ ミ ぺ ネム ､ チエ ナマ イ シ ン ､ ラタ モキセ フ ､ セ フ ォ キシ テン ､ ク
ロキサ シリ ンの ペ リプラズム内の セ フ ァ ロ ス ポリナ
- ゼ活性阻害度か ら各イ ン ヒ ビタ
ー の外膜透過効率 を推測 した o 即ち ､ 酵素試料と して生菌体および その破砕菌体を用
い ､ 基質セ フ ァ ロ リヂ ンの加水分解を50%阻害 する濃度をそ れぞれ測定し ､ その比を
外膜 透過性の パ ラメ ー タ ー と した ｡
イミ ぺネム ､ チ エ ナマ イシ ン の外膜透過性は上記3 薗種に於い て他の 比較薬剤に比
べ最も優れて おり ､ こ れ ら2 種のカル バ ぺネムは同程度の透過性を示 し た ｡
この方法で得 られた結果 は従来抗菌性物質の外膜透過性の半定量的評価に用い られ
てきたEDTA添加によるMICの変化を測定する方法の結果 とほぼ 一 致 した ｡
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総括
イミぺ ネム(”-fo rmimidoyl thie namysin ､ MK
-0787)は1 9 7 6年にSt｢ epto myc e S
c attleya の培養ろ液から分離され たチエ ナ マ イ シ ンのN- fo r mimidoyI 誘導体である o
チエ ナマ イ シ ン はこ れまで のβ
- ラクタム抗生物質と異なり基本母核と して 力ル バ
ぺネム骨格を持ち ､ 広域抗菌ス ペクトラ ムとβ
- ラクタ マ ー ゼイ ン ヒ ビタ ー 活性を示
す優れた新β - ラクタム抗生物質で あるが ､ 不安定なため に実用化に至らなか っ た o
ィ ミぺネ ム はこ の欠点を克服 して最初に実用化された 力ル バ ぺネム系β
- ラクタ ム
剤で ある ｡
本研究はイ ミぺ ネムの抗菌作用の特性を明らか にする ため に ､ β
- ラクタム剤の抗
菌活性発揮の為の主要な要素で ある 1)Penicj 川n
-binding p｢ otein s(pらps) に対
する親和性 ､ 2)β - ラクタ マ ー ゼに対する 性質､ 3) グラム 陰性菌の 外膜透過性､
につ いて解析を行っ た もので ある ｡
以下 に ､ 本研究結果 の各要点を各章ごとに示すこ
[ 第一 章]
(1) イ ミ ぺネムの互 助 ､
を検討した ｡ E. c oti 及び
P. a e ｢ug川OS a､ 及びS. a u r e u sのPBPsに対する結合親和性
p. ae r ugin o s aで はイ ミぺ ネムと [14C] ベ ンジル ペ ニ シ
リンの競合性を利用 した 2種の co mPetitjo n a s s ay､ 即ちsim ultan e o u s c o mpet
･itio n
a s s ayぉよびco mpetitio n a s s ay withpr ebinding ､ を用 いて測定した o これらの
実験結果 による イ ミぺ ネムのPBPsに対する結合親和性は
一 致した結論を与え た o イ
ミぺネムはE. c oliとP, a e rugin o s aのPBP
-2､ - 4､ -5及びE. c oli のPBP-6 に強い親和性
を示した ｡ その親和性の程度はベ ンジル ペ ニ シ リ ン のそれよりも著しく強か っ た o
しか し ､ イ ミ ぺネムは これらの グラム陰性歯のPBP-3 に対して は ベ ンジル ペ ニ シ リ
ンよりも弱い 親和性を示 した o イ ミぺネムのPBP-1A､ 及び -1B に対する親和性埠
ベ ンジル ペ ニ シ リ ン とほ ぼ同程度で あっ た ｡ E. c oli､ P. ae ｢ ugin o s aの細胞壁合成で
最も重要 とされ て いるPBPs-1A ､
-1B､ -2､ -3の内 ､ イ ミぺ ネムの 主た る標的はPBP-
2 で あり ､ 次い でPBP-1A､ 1Bと考えられた .
(2)s. a ur e u sの4 種のPBPsのうちPBP-1､ -2､ -3 に対しイ ミ ぺネム はベ ンジル ぺ ニ
シ リン とほ ぼ等しい結合親和性を示 した o しか し ､ イ ミ ぺネムはPBPsより容易 に解
離する が ､ ベ ンジル ペ ニ シ リ ンの結合は安定で あ っ た ｡ P良P-4 に対して はイ ミぺ ネ
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ムはベ ンジル ペ ニ シ リ ンより低い濃度で 阻害 し ､ その結合 は安定で あ っ た o
(3) (1) の 推測をより直接的に証明する 為に ､ E. c o一iPBPsの精製酵素また は阻酵
素膜画分を用 い て 各PBPsのペプチ ドグリ 力 ン合成活性に対する イ ミ ぺネ ムの 阻害効果
を測定 した o イ ミぺ ネムのPBPsに対する 阻害効果は (1)で 得られ た結果 と明らか
な相関性が見られ た ｡ イ ミぺネ ムはPBP
-1A､ -1B､ - 2の トラ ンス ぺ プチダ
ー ゼ活
性やPBPs-4､ -5 のD- アラ 二 ン力 ル ポキシダ
ー ゼ活性を低濃度で 阻害した o 興味ある
ことはPBP-1Aの トラン スグリ コ シ ダ
ー ゼ活性をも阻害した こ とで ある o こ れ は従来
のβ - ラクタ ム抗生物質で は見られ ない 性質で あ っ た ｡
[ 第二章]
(1) イ ミぺ ネム のβ - ラクタ マ ー ゼに対する安定性及びβ
- ラクタ マ - ゼ阻害剤 と
して の性質を検討した ｡ β - ラクタ マ - ゼ として はC. fr e u ndii セ ファ ロ ス ポリナ
-
ゼ ､ 比較的広い 基質特異性を持つ 地 セ フ ァ ロ スポリ ナ ー ゼ ､ およびR因子支
配のType lb ペニ シ リ ナ
ー ゼ を用い た o これ らのβ - ラ クタ マ - ゼ に対して イ ミぺ
ネム は安定で あっ た o 即ち ､ 各β - ラクタ マ - ゼ 産生菌か ら抽出した セ フ ァ ロ ス ポ
リナ - ゼ および ペ ニ シ リ ナ
ー ゼ粗酵素液による イ ミぺ ネムの加水分解をそ れらの良好
な基質で ある セ フ ァ ロ リ ヂン とベ ンジル ペ ニ シ リ ン の加水分解速度で 比較したが ､ い
ずれのβ - ラクタ マ ー ゼに対して もイ ミぺネ ムの加水分解は検出され なか っ た . +
の特性はβ - ラ クタ マ ー ゼ産生菌に対して イ ミぺ ネムが優れた 抗菌力 を示 した結果か
らも確認された ｡
(2) イ ミ ぺネム はC. fre u ndii セ ファ ロ ス ポリ ナ
- ゼに対して は競合 阻害剤 として作
用 した が ､ P. v ulga risセ フ ァ ロ ス ポリ ナ
- ゼおよびType lb ペ ニ シ リ ナ ー ゼ に対 して
は単なる競合阻害のみならずpr ogr e s Siv einhibit o n(tim edepende nt inhibit oin)
を示 した ｡
(3) 次いでPrOgr eSSiv e･inhibitio nの 接構につ い て詳細に解析 した o Pr ogr e s siv e
inhibitio nを受けたP二vulga risセ フ ァ ロ ス ポリナ ー ゼは イ ミぺネムが反応液中から
消失後 ､ 部分的にその活性を回復した ｡ 活性回復レベ ル は ､ 失括に用い た酵素分子
に対するイ ミ ぺネムの モル濃度の比 ‖Ⅰ]/[印 に依存して い た ｡ 【Ⅰ]/[E]-53の 時に
は初期活性の53%の 活性が回復した o 酵素 一 分子が完全に不活化されるまで に蒋費
される イ ミぺ ネム分子 は110 (tu r n o v e r n u mbe r)と推測され た ｡ β
- ラクタ マ ー ゼ
･ イ ミぺ ネム複合体を用い て測定 した 酵素活性回復の速度定数kre a ct は0･ 031
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(min
-1)で あっ た o
一 方 ､ 不可逆的不 - の速度定数は0･003(min
-1
) と推測され た o
ィミぺネ ムは 地 セ フ ァ ロ ス ポリナ ー ゼ に対して は自殺基質(suicide inh 卜
bitor)と して作用 し ､ 実験結果より予想しうる 阻害反応経路を提 出した (Fig･25) o
この反応経路で は アシ ル化合物[M] より可逆的不活化中間体 [X] と不可逆的不活
化中間体[Y] が形成される ｡
(4)Type lbペ ニ シ リナ ー ゼに対するイ ミ ぺネム のprog｢e S Siv einhibito nは阻害
が可逆的で あっ た ｡ イ ミぺネムの親化合物で ある チエ ナ マ イシ ンも同様な性質を示
した ｡ 興味ある こ とは ､ チエ ナ マ イシ ン とイ ミぺネムが過剰 に存在 して もType lb ペ
ニ シリナ ー ゼに対する最高不活化率が前者で800/o ､ 後者で50
0/.で平衡状態に達する 事
であっ た o こ の平衡現象を解明するた めに ､ 反応経路をFig1 21の よう に仮定し ､ 実
験的に得られ る動力学的定数より反応経路図中の 各速度定数を算出 した ｡ その結果 ､
Ki ( - k - 1/ k l ､ LIM) ､ k 2(min
-1)､ k 3(min
-1)､ k 4(n=n
-1)及び k -4
(”.
･
n
-1)は イ ミぺネ ムで はそれ ぞれ6･1 ､ 0･ 82､ 2･ 58､ 0･ 025､ 0･ 009で あり ､ チエ
ナマ イシ ンで は3. 3 ､ 0.79､ 0. 90､ 0. 056､ 0.013 であっ た ｡ これ らの定数を用い て
Runge-Kutta-G i H O積分式変法により酵素[E] ､ イ ン ヒ ビタ ー [I] ､ アシル 中間
体[M] ､ 不括化中間体[X] ､ 反応生成物[P] の 各濃度をコ ン ピ ュ
ー タ ー を用い
て算出 した . その結果は実験 的に得られT=戎存酵素活性値とイ ン ヒ ビタ
- 濃度とよ
く 一 致した o イ ミ ぺネム の50%平衡化現象 は ､ k 3 の値 がk 2より大きく ､ アシ ル
中間体[M] か らの活性型酵素の速い遊離による こ とが明らか とな っ た o
一 方 ､ チ
エ ナマ イ シ ンの 場合 は k 2値がk3 値とほ ぼ同 じで あり ､ こ れが80% 平衡化現象の原
因と結論され た ｡
[ 第三章]
イ ミ ぺネムの グラム陰性菌の外膜透過性 を他のβ - ラクタ マ
ー ゼ に安定なβ - ラク
タム剤 と比較した o グラム陰性菌と して は主ニユ叫 255､ C. f｢ e u ndiiGH346､ 及び
Ente r oba cte r cJo a c a e363を用 いた o これ らの 菌株はセ フ ァ ロ ス ポリナ ー ゼをペ リプ
ラズム内 に産生する o イミ ぺネムを含むβ - ラ クタ マ - ゼ に安定なβ
- ラクタム剤は
外膜を透過 し ､ ペ リプ ラズム内にある セ フ ァ ロ ス ポリナ
- ゼ活性を阻害する ｡ 酵素
源 と して生菌体及び超音波破砕菌体を用い ､ 外膜による 透過障壁がある場合と無い場
合の基質セ フ ァ ロ リヂン のセ フ ァ ロス ポリナ
ー ゼ による加水分解を50% 阻害する濃度
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(Ⅰ50) を 測定 し ､ これより被験薬剤の外膜透過性の相対値を求めた o 即ち生菌体
を用い た 時の Ⅰ50(A) と破砕菌体を用いた 時のⅠ50( B) の 比を求めた o (A)/(a)
比はグラム陰性薗 に抗菌力の 如 ､ク ロ キサ シ リ ンが 最 も大きく ､ チエ ナマ イ シ ン
とイ ミぺ ネムが同程度で 最も小さか っ た ｡ 比較対照 と した グラ ム陰性薗にも有効な
ラタモキセ フやセ フ ォ キシ チンよりもイ ミ ぺネムは外膜をより効率よく透過する こ と
が示唆され た ｡
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